Respuesta humoral en la hemoncosis ovina : Dinámica de la producción de anticuerpos y caracterización antigénica de "Haemonchus contortus" by Cuquerella Ayensa, Montserrat
 UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
FACULTAD DE VETERINARIA 
Departamento de Patología Animal I 
(Sanidad Animal) 
 
 
 
 
 
RESPUESTA HUMORAL EN HEMONCOSIS OVINA, 
DINÁMICA DE LA PRODUCCIÓN DE ANTICUERPOS Y 
CARACTERIZACIÓN ANTIGÉNICA DE HAEMONCHUS 
CONTORTUS 
 
 MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR 
PRESENTADA POR 
Montserrat Cuquerella Ayensa 
 
Bajo la dirección del doctor 
  
José María Alunda Rodríguez 
 
 
 
 
Madrid, 2002 
 
 
 
ISBN: 978-84-8466-423-9                               © Montserrat Cuquerella Ayensa, 1992 
í~. 9S~Y1 i-~/¿2-rc9s CL/Q
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
Facultad de Veterinaria
Departamento de Patalogí a Animal 1 (SanIdad Animal)
*1
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE
5310716220
RESPUESTA HUMORAL EN LA
HEMONCOSIS OVINA. DINAMICA DE LA
PRODUCCION DE ANTICUERPOS Y
CARACTERIZACION ANTIGENIGA DE
HAEMONCHUS GONTORTUS
Montserrat CuquerelíaAyensa
MadrId, 1 993
a
La Tesis Doctoral de D. Ncntaarrat.CuquerelJ.a.áyntsa
Titulada Eqqps~ppj~. bw»vcq. •c4q ..1A Jxejr~oppp~~• QVt’fl.. JtirÁ—.
siGa de la producción de anticuerpos y caracterizacién an—
tIú&AI¿d d¿ flaemnbhbhC¡~ ¿¿rii&fds
Di rector Dr. D .rat. A1unda.Rodni~,..
fue leida en la Facultad de •Yp.t.eflnprj.~
de la UNIVERSIDAD CO2’WLUTEHSE DE K4IJRID, el din .Á~...
de .. A14.to de 19 .9A., ante el tribunal
constituido por los siguientes Profesares:
PRESIDENTE . .Francisco .BoléaFernéndez
VOCAL J.M,.ThtazQn~.Y.U~
VOCAL ~.4. .lF~jq y~zp.~p»
VOCAL ~
SECRE1ARIO ..‘~.q’?rA Bautista
habiendo recibido la callficacldn de ...Antn
cum laude 2or unanimidad
Madrid, a 14 de Julio de 19 92.
EL SECRETARIO DEL TRIBUNAL.
UNIVERSIDAD COMPLUrENSE DE MADRID. FACULTAD DE VETERINARIA.
DPTO. PArOLOGIA AEIMAL 1 (SANIDAD AflIMAL)
RESPUESTA hUMORAL EN lA IIEMONCOSIS OVINA. DINAMICA DE LA
PRODUCCION DE ANTICUERPOS Y CARACTERIZACION ANTIGENICA DE
HAEMONCHUS CONTORTUS
.
AUTOR~ D~ Montserrat CuquerelTh Ayensa
DIRECTOR: Prof. Dr. 3. M. Alunda Rodríguez
UNIYEASIOAO COJJPLUTEWSt OC MACCIO
FACULTAD DEVETERINARL&
RESPUESTA HUfrCPAL. EN LA HFY’flNa,sI 5 OVflJÁ.
Dfl4AMI CA DE LA PFtODUCCION DE ANTICUERPOS Y
CAPACTERIZACZON ANTTGENl CA DE
HAflClqaRlTs cxiNIOlnus
D~. Montserrat Cuquerella Avensa
Licenciada en Veterinaria
UNL,,ER$,OAO COMPLUTÉNSE OC
FACULTAD DE VETERINARiA
.Tc.6 María Alunda Rodrigues, Doctor en Ciencias Biológicas
y Catedrático de Parasitología y Enfermedades Parasitarias
del Departamento de Patología Animal 1 (Sanidad Animal) de
la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de
Madrid,
CERTIFICA: que la Memoria presentada por la Licenciada en
Veterinaria, Df.. I4ontserrat Cuquerella
lyon.., titulada.
Respuesta humoral en la hemonoesis ovina.
Dinámica de la producción do anticuerpos y
oaracterizaei&n antigénica do Esomonohus
centortus
para optar al Grado de Doctor en Veterinaria
ha sido realizada bajo mi dirección en las
instalaciones de Parasitología y Enfermedades
Parasitarias del Departamento de Patología
Animal Y (Sanidad Animal> de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad Complutense de
Madrid.
El trabajo presentado contiene información de
interés sobre la respuesta del ganado ovino a
las infestaciones por este helminto y el
diagnóstico inmunológico de esta parasitosis y
cumple, a mi entender, los requisitos
exigibles para optar a dicho grado.
Lo que firmo en Madrid a cinco de Junio de mil
novecientos noventa y dos.
A MIS PADRES
Al finalizar un trabajo siempre se siente la necesidad y el
deber de agradecer a todas aquellas personas que han hecho
posible su realización; por ello, quisiera agradecer al
Departamento y a todo el personal que lo forma, por permitir que
usara sus instalaciones y hacer que en todo momento me sintiera
como en casa.
No olvido al Profesor Rojo, uno de los mejores profesores
que tuve en la carrera, que me admitió como un miembro más del
Departamento.
Al Profesor Rodríguez con quien empecé mi labor
investigadora.
A la Profesora Gómez con la que más de Una vez he discutido
y, sin embargo, sigue siendo agradable seguir haciéndolo.
Agradezco al Profesor Tesouro su ayuda desinteresada, tanto
en sus comentarios y técnicas cono en la bibliografía que más de
una vez me ha proporcionado.
A los laboratorios veterinarios de Merck Sharp and Dohme,
España, así como al Doctor J. Uriarte por su gentileza al
cedernos material biológico de inestimable valor para nosotros.
Por supuesto a Rafa, no sólo por sus amplios conocimientos
científicos sino, y fundamentalmente, por su apoyo incondicional;
en este mismo sentido agradezco a Júanma (no sé si ahora debería
llamarle Doctor Troncoso) y a Jesús, quienes siempre han estado
dispuestos a escucharme.
No olvido a Lucía quien me ha permitido compartir mesa,
técnicas, Director e ilusiones.
Me tomo la libertad de dejar para el final a las 3 personas
que han hecho posible que hoy pueda entregar mi tesis, el trabajo
y lo que ha sido mi ilusión durante los últimos años; me estoy
refiriendo al ProfesOr Alunda, la Doctora de la Fuente y a
Teresa.
Al Profesor Alunda, podría darle las gracias por casi todo,
sin embargo, simplemente diré que estoy convencida que nunca
hubiera podido encontrar un director mejor.
A la Dra. de la Fuente por ser una de las personas que más
me ha enseñado, ayudado y aconsejado.
A Teresa, con la que he compartido ovejas, establos y heces;
y a la que debo que el trabajo nunca fuese ni solitario ni
aburrido.
No quiero olvidar en estas lineas a los 21 corderos que
pasaron por mis manos, a los que espero haber hecho sufrir lo
menos posible.
Finalsente, agradezco al Ministerio de Educación y Ciencia
por permitirme disfrutar de una beca de FPI durante los años 1988
a 1991, así como a la CICYT (GANBS/324) por la ayuda financiera
recibida.
INDICE Pág.
INTRODUCCION í
1. REVISION BIBLIOGRAFICA 3
1.1. Etiología, ciclo biológico y epizootiología 3
1.2. Acción patógena de Haemonchus contortus g
1.3. Respuesta del hospedador ante H.contcrtus 13
1,3.1. Genotipo de los hospedadores 14
l.3.l.a. Factores raciales 15
l.3.l.b. Tipos de hemoglobina 17
1.3.l.c. Factores genéticos ía
1.3.2. Fisiología de los hospedadores 20
l.3.2.a, Sexo 20
l.3.2.b. Niveles hormonales 21
1.3.2.c, Alimentación 23
l,3.2.d. Edad de los hospedadores 24
1.4. Respuesta inmumitaria 26
1.4.1. Autocuración 27
1,4.2. Respuesta celular 28
1.4.3. Respuesta humoral 32
1,4.3.a. Respuesta sérica 32
1.4.3.),. Respuesta en la mucosa gástrica 35
l.4.3.b.l. Coproanticuerpos 38
1.4.4. vacunación 39
1.4.5, Diagnóstico inmunológico 43
2. MATERIAL ‘1 METODOS 50
2.1. MATERIAL 50
2.1,1. Material biológico so
2.l.1.a. Corderos SO
2.l,l.a.l. Infestaciones con H.contortus 50
2.1.l.a.2. Donadores 51
2,1,1.),. Conejos 51
2.1.1.0. Parásitos 52
2.1,2. Material de laboratorio 52
2.i.2.a. Material general 52
2.l.2.b. Material para análisis coprológicos 53
2,1,2.0. Material para hematología 53
2.l.2.d. Reactivos generales 54
2.l,2.e. Reactivos para serología 55
2.l.2,f. Equipamiento 56
2.2. METoDOS 57
2.2,1. Mantenimiento de los animales 57
2.2.l,a. Alimentación y alojamiento 57
2.2.1.b. Programa higiénico — sanitario 59
2.2.2. obtención y mantenimiento de L—3 de
tricostrongiloideos 60
2 • 2,2. a. Coprocultivos 61
2.2.2.a.l. Cultivos fecales de LsQn~nzZJJA,
Te.circumcincta y T.colubrifOflflis 61
2.2.2.a.2. Cultivos de L~n¿ttM~ 62
2.2.2.b. Mantenimiento de las larvas de tercer
estadio (L—3) 63
2,2.3. Obtención de adultos de Lsnnt9rSMg 63
2,2.4. obtención del material antiqénico empleado 63
2.2.5. Infestaciones del ganado ovino con Lsrnft~fln 64
2.2.6. Análisis coprológicos 67
2.2.7. Obtención de sueros ovinos 68
2.2.8, Determinación de proteínas séricas 65
2,2,9. Análisis inmunológicos 69
2.2.9.a. Obtención de sueros hiperinmunes de conejo 69
2.2.9.b. obtención del material fecal ovino 69
2.2.9.0. Doble inmunodifusión en agar 70
2.2.9.d. Innuneadsoroión 70
2.2.9.e. Inmunodeteccién <Western Blotting) 71
2.2.9.f. Enzimoinmunoensayo <ELISA) indirecto 73
2.2.10. Electroforesis 78
2.2.lO.a. Electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE) 78
2.2.1o.b. Electroforesis en condiciones desnatura—
lizantes y reductoras <SOS — PACE) 79
2.2.lO,c. Electroforesis en dos dimensiones 81
3. RESULTAUOS 83
3.1. Resultados parasitológicos 83
3.1.1. Eliminación fecal de huevos de H.contortus en
corderos 83
3,1.2. Eliminación fecal de huevos de H.contortus en
ovejas 85
3.2. Determinación de las proteínas séricas en
corderos y ovejas infestados y reinfestados con
H. contortus 88
3.2.1. Niveles de proteínas séricas en corderos 88
3.2.2. Niveles de proteínas séricas en ovejas 89
3.3. Dinámica de la producción de anticuerpos específicos
por corderos y ovejas infestados y reinfestados con
contortus 90
3.3.1. Respuesta Igo sérica antí—Haemonchus 90
3.3.l.a. Respuesta IgO en corderos 90
3.3.l.b. Respuesta Igo en ovejas 95
3.3.2. Respuesta IgM sérica antí—Haemonchus 99
3.3.2.a. Respuesta IgM en corderos 99
3,3.2.b. Respuesta IgM en ovejas 102
3.3.3. Respuesta IgA sérica anti—Haeizonchus 105
3,3.3.8. Respuesta IgA en corderos 105
3.3.3.b. Respuesta IgA en ovejas 108
3.3.4. Respuesta IgA fecal anti—kjMw9flbal 111
3,3.4.a. Respuesta IgA en corderos 111
1153.3.4.b. Respuesta IgA en ovejas
3,4. Sensibilidad del ELISA Igo antí—Haemonchus en el
diagnóstico de la hemoncosis ovina 119
3.5. Análisis proteico de los extractos solubles de L—3
<SLE) y Adultos <ESA) de R.contortus 122
3.5.1. Dinámica de reconocimiento de antígenos a lo
largo de las infestaciones 130
3.5.1.a. Reconocimiento de antígenos procedentes
de flL 130
3.5.l.b. Reconocimiento de antígenos procedentes
de ESA 137
3.5.2. Identificación de antígenos relevantes para
el diagnóstico 145
3.5.3. Antigenicidad cruzada entre H.contortus y
otros Trichostrongyloidea 147
3.5.3.a. Infestaciones de corderos con otros
Trichostrongyloidea 147
3.5.3.a.1. Especificidad del método ELISA
indirecto (IgG anti—UMn¶2n9hn> 150
3.5.3.a.2. Pruebas de reactividad cruzada 155
3.5.3.a.2,l. Pruebas de antigenicidad
cruzada con ESL 155
3.5.3.a.2.2. Pruebas de antigenicidad
cruzada con ESA 163
3.6. Antígenos <ESL y ESA> relacionados con la
protección frente a la hemoncosis 172
4. DISCUSION 174
4.1. Respuesta del ganado ovino manchego a las
infestaciones por ]~ftQflj¿¡. Resultados
parasitológicos. Dependencia de la edad de los
hospedadores 174
4.2. Dinámica de las inmunoglobulinas séricas y
fecales anti—B4¡mm~in~ ~nnt9flam en el ganado
ovino manchego 178
4.2,1. Inmunoglobulinas IgO anti—li4~mpn9h1~ 179
4.2.2. Inmunoglobulinas IgA antí-Maemonchus 184
4.3. Valor del ELISA IgG antí—Haemonchus en el
diagnóstico de la hemoncosis ovina íag
4.4. CaracteriZación antigénica de L—3 y Adultos de
H.contortus y su potencial valor diagnóstico 191
4.5. Antigenicidad cruzada 197
5. CONCLUSIONES 202
6. BIBLIOCRAFIA 204
INTRODUCCION
Uno de los grandes retos de la ganadería española es la
mejora de las condicionas sanitarias de sus animales,
especialmente de aquéllos, como el ganado ovino, que por olvido
administrativo, cambios sociocconómicos y otras razones, han sido
abandonados. Este tipo de ganado es explotado en nuestro país
fundamentalmente en condiciones extensivas o semiextensivas por
lo que gran parte de los problemas que afectan a estos animales
se hallan ligados a los pastos; tal es el caso de las
tricostrongilidosis, entre ellas la hemoncosis. Esta parasitosis
ovina puede presentarse — en dependencia del número de vermes
presentes en los, hospedadores, edad de éstos, factores
medicambientales, estado inmunitario — como un proceso agudo o
con carácter crónico, constituyendo en ambos casos un apartado de
interés en la patología ovina y siendo, con el resto de las
nenatodosis qastroentéricas, una causa de pérdidas económicas de
grandes proporciones.
En condiciones semiáridas tales cono las predominantes en la
mayoría de las regiones españolas con censos importantes de
ganado ovino la norma son las hemoncosis crónicas. No obstante,
la introducción de sistemas de explotación más intensivos, en
praderas de regadío, conlíeva un incremento de la carga ganadera
y ciclos de aprovechamiento herbáceo muy cortos. Estas
condiciones, junto con la incapacidad aparente de los individuos
jóvenes para responder eficazmente a las infestaciones suponen un
incremento de los riesgos de procesos de significación clínica.
La prevención de este problema, tanto de las infestaciones
crónicas como de las más agudas, pasa por una serie de medidas,
entre las que cabria destacar un adecuado manejo de los
pastizales — de difícil establecimiento en muchas ocasiones por
distintas causas—, utilización de medidas inmunoprofilácticas-
2nc disponibles en la actualidad — y administración estratégica de
férroacos antiparasitarios con una buena relación entre el coste y
el beneficio. Desgraciadamente, la medicación con antihelminticos
en el ganado ovino , aunque ha experimentado un gran incremento
durante los últimos años merced, entre otras cosas, a las
campañas de las administraciones autonómicas, sigue en muchos
casos pautas rutinarias sin relación con las características
epizeoticlógicas de las infestaciones.
El diagnóstico laboratorial de la hemoncosis ovina está, en
estos remantes, restringido a infestaciones patentes, requiere
personal especializado, es laborioso y no siempre permite una
adecuada valoración del grado de parasitación de los
hospedadores, Por tanto, el desarrollo de un sistema de
inmunodiagnóstico de la hemoncosis, entre otras parasitosis,
especifico y r4pido seria de indudable interés tanto en el
trabajo clínico, en investigaciones epidemiológicas o, incluso,
en la evaluación de la eficacia antihelnintica de Un tratamiento
antiparasitario.
Teniendo en cuenta estas circunstancias, el interés
generalizado en su estudio durante los últimos aflos y el
desconocimiento de la respuesta del ganado ovino autóctono a las
infestaciones por H.contortus nos propusimos estudiar, dentro de
un proyecto más amplio, la respuesta humoral del ganado ovino
nancheqo a las infestaciones por el helminto y su dependencia de
la edad mediante el desarrollo de un enzincinmunoensayo (ELISA),
caracterización antigánica del parásito mediante inmunoimprontas
uní— s~ bidimensionales, exploración inicial de la antigenicidad
cruzada con otros tricostrongiloideos y selección de los
antígenos solubles de posible relevancia en el diagnóstico y la
imnunoprotilaxis,
1. REVISIoN BIBLIOGRAFICA
1.1. Etiología, ciclo biológico y epizocticlogia
El género JiAgfl9fl9h2A Cobb, 1898 perteneciente a la
Subfanilia 1-faemonchinae Sicriabin y Sohula, 1952, Familia
Trichcstrongylidae Leiper, 1912 <ver Gibbons y Khalil, 1982)
está representado por una docena de especies parásitas de los
rumiantes en las regiones tropicales y sólo dos especies en las
regiones templadas: Ls9nt9rtiag que parasita fundamentalmente a
ganado ovino y caprino y ~ que infesta al ganado vacuno.
Lgnt.aZn <Rudolphi, 1803> es un nematodo cilíndrico que
vive en el abomaso de los ovinos, de los caprinos y
ocasionalmente de otros rumiantes. La hembra mide de 18 a 30 mm
de longitud y de 0,4 a 0,5 Tal’, de diámetro, mientras que el macho
mide de 10 a 20 mm de longitud y de 0,1 a 0,15 ¡orn de diámetro. El
contenido sanguíneo en el tubo digestivo confiere al yerme una
coloración rojiza y debido a los cordones sexuales de la hembra
que se enrollan en forma de hélice alrededor del intestino, se ha
ganado el sobrenombre de ‘yerme contorneado”.
La morfología del yerme difiere a medida que se va
desarrollando su ciclo biológico; las larvas desde el primer
hasta tercer estadio son cilíndricas sin ornainentacián, con una
boca en posición terminal y un ano en posición lateral cerca de
la extremidad posterior del cuerpo. -Las larvas de 40 y 59
estadio, así como los adultos, presentan en la cavidád bucal una
pequeña lanceta transparente; la boca posee seis labios y seis
papilás orales; se pueden también distinguir en la región
cefálica dos papilas cervicales prominentes con un papel
sensorial. A los machos se les reconocen en su bolsa copuladora
dos espiculas y un gubernáculo, así como des lóbulos simétricos
laterales y uno dorsal asimétrico, Las hembras poseen una
lengtieta supravulvar en el cuarto posterior de su cuerpo <Vray y
ccl., 1988>
Su ciclo biológico se representa en la Fig. 1.1. Las hembras
que son muy prolíficas y pueden poner inés de 10000 huevos por
día. Los huevos son eliminados al exterior ccii las heces,
embrionan y eclosioman en 1 a 30 días según la temperatura y
humedad ambientales. Después de la eclosión, la L-l muda a L—2 y
después a L-3, estadio infestante, que abandona el material
fecal para alcanzar la hierba, lo que sucede en condiciones
adecuadas al cabo de 4 a 6 días.
Tras la ingestión por el hospedador definitivo, acceden al
abomnaso y la larva L—3 penetra en la mucosa, evolucionando a L—4,
la cual es hematófaga, y muda una última vez para dar el estadio
de L—5; ésta se convierte en adulto tras la maduración de sus
árganos genitales <vray y col., 1988>. Dash <1985) observó que
las larvas infestantes de li~n~nrkm, al igual que las de
?richostronovlus Axil. y Teladorsacia 2irnp]nging~4, mudaban en el
ruinen. Esto sucedía muy rápidamente, normalmente dentro del
periodo de 2 h,p.i., de forma que la mayoría de las larvas se
encuentran desenvainadas cuando llegan al abomaso. La
distribución de las L—4 de H.ccntortus era muy regular y su
frecuencia era mayor en el área fúndica, disminuyendo hacia la
región pilórica. Por el contrario, las L—4 de las otras dos
especies mostraban una distribución bimodal <un pico en el área
fúndica y otro en el área pilórica>. El hecho de que la
distribución de ff~ ~fl~j fuera. más anterior sugería que las
larvas de esta especie eran más rápidas para establecer la
infestación que las de otras especies de tricostrongilidos. Por
otra parte, la posterior migración de las larvas finales y
adultos de L. nt2tu hacia la región pilórica, podría deberse a
la selección de una localización más favorable para alimentarse
<bematofaqia) o bien al rechazo provocado por una reacción local
5Fig. í.í. Ciclo biológico de Maemonchus ggnt9rflai
del hospedador en el área que parasitaban las larvas tempranas.
La dosis infestante no parece influir en la proporción del
establecimiento de larvas de H.contortus o en su subsiguiente
supervivencia, aunque algunos factores si determinaban tanto el
tamaño de los vermes como su fertilidad (Barger y Le Jambre,
1988). Se ha observado además que exista una variación anual del
tamaño de los vermes, no relacionada con el sexo del hospedador
ni con la duracción de la infestación; sin embargo, este cambio
cíclico si estaba relacionado con la inhibición del desarrollo de
las L-4 <Coadwell y Ward, 1977>. Los mismos autores demostraron
que existía una relación lineal entre el incremento del tamaño
del venCe y su contenido uterino en huevos, y que el manero
diario de huevos/gramo de heces que salían al exterior estaba
relacionado con el peso total de los parásitos y mo con el manero
de individuos, Por otra parte, observaron una relación
significativa entre el ntnero de huevos mantenidos en el útero y
el número de huevos producidos cada día CCoadwell y Ward, 1982)
El periodo de prepatencia de las infestaciones de
jjgflflj~g de 16—22 días en general, varia dependiendo de
ciertos factores tales como la raza ovina <Florida; 20,5 días;
Rambouillet 18 días> Radhakrishnan y col., 1972> entre otros),
época del afio, existencia de inhibición larvada relacionada con
la resistencia del hospedador (Silverman y Paterson, 1960; Adams,
íoss, ígsaa) o no relacionada <Blitz y Gibbs, 1912a, 1972b) o
incluso dependiente del calendario de las infestaciones; de forma
que una gran proporción de larvas de LssntQrflJ~ son inhibidas
cuando la infestación se extiende a lo largo de un mes, mientras
que la inhibición es menor cuando la dosis infestante se
admunistra en una única ocasión <Michel y col., 1973)
Se han desarrollado numerosos estudios sobre la relación
entre los recuentos de huevos de los nematodos gastrointestinales
en las heces y el grado de infestación, con la enfermedad, así
como con la inmunidad y resistencia del hospedador; sin embargo.
los resultados de estos experimentos no han sido totalmente
convergentes. Así, Rubín <1967> no encontró ninguna correlación;
sugiriendo, que más que tratar de relacionar los recuentos de
huevos con la severidad del parasitismo, se debería aceptar como
un hallazgo exclusivamente positivo de parasitismo. Análogos
resultados fueron obtenidos por Jordan y Stair (1984), quienes
observaron que algunos animales que habían sido diagnosticados
antemorten no mostraban resultados comparables en el examen
oostnortem. Sin embargo, Rcberts y swan <1981) encontraron una
gran relación entre los recuentos de huevos y el número de
vermes. Dichos autores confirmaron más tarde esta correlación
(Roberts y Swan, 1982a) , y sugerían que el tamaño de la
población, la época del año y la relación de machos y hembras
eran fuentes de variaciones menores.
Luffau y col, <1990> encontraron una gran correlación entre
el número de larvas ingeridas, el número de huevos eliminados y
el grado de anemia observado en el ganado ovino infestado con
H.contortus. De igual modo, Kassai y col. <1990) demostraron que
los recuentos de huevos (debían ser individuales ya que la
producción de huevos dependía parcialmente de factores como el
sexo, la raza y regímenes alimenticios del hospedador, aislado
del parásito) mostraba una buena correlación con los recuentos de
vermes adultos en abonase, y además servían para discriminar
entre animales reactivos y no reactivos.
H.contortns ha sido señalado en la práctica totalidad de
las regiones españolas. El Indice Catálogo de Zeoparásitos
Ibéricos (Cordero del Campillo y col., 1980> recoge la
información con anterioridad a la fecha de su publicación <iSBO>
indicándose su presencia en Córdoba (Martínez Gómez, 197i;
Martínez Gómez y Hernández Rodríguez, 1971), en Galicia, Huesca,
León <Fernández DIez, 1967), Navarra, Palencia, Sevilla y
Granada. En Salamanca habla sido señalada por Simón Vicente
(1962) y en Badajoz, por Diaz Diaz <1949>..
aCon posterioridad a la publicación del ~~~j~e—Catálogo, su
presencia ha sido señalada, entre otros autores, por Diez Baños y
ccl. (1989) en cuajares ovinos de la provincia de León; por
Martines GómeZ (1985) en el valle del Guadalquivir; en Cáceres
por Reina y ccl. (1987>; en Huesca, por Tarazoma Vilas <1985>. En
la zona centro, su presencia ha sido denunciada, tanto en ganado
ovino <p.c. Tarazona Vilas y col., 1985) como en ganado caprino
(Tarazona Vilas. 1962, 1984).
La prevalencia e intensidad de las infestaciones por
H.contortus han sido, en general, . bajas (Fernández DieZ, 1967:
16,2%; Martínez Gómez, 1985: 9%; Tarazona Vilas, 1974: 23,2%;
Diez Baños y col., 1989: 7,7%, tras el examen de 405 cuajares
ovinos>, Esta escasa presencia, además de la distribución
binomial negativa de esta especie parásita en los rebaños
infestados <Roberts y Swan, 1982b) , probablemente está
relacionada con la estrecha dependencia de H.contOrtus, para su
presentación, de condiciones adecuadas de humedad y temperatura.
Normalmente esta parasitosis se presenta en regiones de clima
templado con humedad elevada, siendo relativamente poco frecuente
en regiones semiáridas <Bícod y Radostits, 1989>.
En España, dada la extremadamente variable climatología,
ambos factores mayores del clima: humedad y temperatura, pueden
actuar como factores limitantes del desarrollo de las fases
exógenas del ciclo de H.contortus, Así, en gran parte de España
el factor limitante para la presencia de este helminto es el
déficit hídrico existente <Tarazona Vilas y col. , 1985) En
regadíos de Aragón, los meses de mayor riesgo de desarrollo y
concentració¡i del parásito en los pastos resultan ser de Mayo a
octubre (Uriarte, 1990> aunque en secanos de la misma región no
se ha observado desarrollo alguno <Uriarte y col., 1984) lo que
demuestra la baja resistencia de esta especie a las condiciones
ambientales adversas. De una forma similar Tarazona Vilas y col.
9(1976—1977) indican para la Meseta Meridional los mismos pertodos
favorables aunque en los estudios sobre la presencia de L—3 en
los pastos en la región, los números más elevados de H.contortus
fueron hallados en los meses más húmedos del año <canaís
Caballero, 1986) . Similares resultados (regadío: máximos en
julio, septiembre, octubre y noviembre; secano: máximo en
noviembre) han sido obtenidos en Madrid por Miró Corrales (1991>.
1.2. Acción patógena de Haemonchus contortus
Las nematodosis gastrointestinales de los rumiantes son
responsables de distintas manifestaciones fisiopatológicas, entre
ellas, la inapetencia, alteraciones en la motilidad
gastrointestinal, digestión y absorción, metabolismo proteico,
energético, nineral y electrolítico (Holmes, 1986). La
importancia relativa de cada manifestación está relacionada con
la carga parasitaria y composición específica de las helmintosis
intestinales (ver rey. Meana Mañes, 1991>,
Las hemoncosis cursan con severas anemia e hipoproteinemia,
disminución dala ganancia en peso o reducción de éste y agalaxia
en hembras lactantes (Thomas y Ah, 1983; Bícod y Radostits,
1989; Taylcr y col., 1990; Eahman y Collins, 1990, entre otros).
Las infestaciones crónicas implican un menor crecimiento y una
anemia moderada en los aniniales infestados, acompañados de una
disminución de la ingesta <Abbott y col., 1986>, Se han indicado
además alteraciones en la fermentación y digestión (Rowe y ccl.,
1988).
La patogenia está, en gran parte, ligada a la actividad
hematófaga del parásito. Se estima que una hembra adulta absorbe
cada día 0,05 ml de sangre y como el animal puede albergar una
gran cantidad de vermes, de cientos a miles, se comprende que
lo
este parásito pueda inducir una anemia importante. A esta
actividad habría que sumar la pérdida de proteínas plasmáticas,
células y eritrocitos <Rove y ccl., 1988>.
En los animales infestados la anemia se puede desarrollar en
tres fases: la primera fase dura aproximadamente 3 semanas, se
corresponde con la transformación de L—3 en adultos y se
caracteriza por la disminución progresiva del hematocrito (puede
pasar de 40% a 10%>, mientras que el hierro sérico permanece
-,normal. Esta rápida caída del volumen celular se debe al periodo
que transcurre entre la pérdida de sangre y la activación del
sistema hematopoyético del hospedador. La segunda fase, que dura
de 6 a 14 semanas, se caracteriza por un valor estable aunque más
bajo del hematocrito, continúa la pérdida sanguínea y como
compensación existe una activación del sistema hematopoyéticO. La
-tercera y última fase corresponde a la pérdida de proteínas
séricas y de la tasa de hierro <Vray y col., 1988).
Hunter y Mackenzie (1982) , en corderos menores de 6 meses,
estudiaron el desarrollo de la anemia en la hemoncosis,
observaron la presencia de sangre en la luz del abonase en el día
7 postinfestación, así como reducciones del hematocritO (Ht) y en
los niveles de hemoglobina <Hb) , La anemia se desarrollé
rápidamente desde el día 10, debido a la mayor demanda de la L—5
y el desarrollo al estadio adulto. Para el día 35, tanto los
niveles de Eh como el Mt comenzaban a elevarse, lo que indicaba
una respuesta del hospedador. Hallazgos comparables han sido
realizados por numerosos autores tanto en ganado ovino (Thomas y
Ah, 1983; Taylor y col., íssc, entre otros> como en ganado
caprino <Rahman y Collins, 1990>.
Los estudios histológicos del abomaso de animales infestados
han mostrado una buena correlación con las variaciones
fisiopatológicas señaladas <Hunter y Mackenzie, 1982>. Así, las
lesiones superficiales de la mucosa fueron aparentes por primera
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vez en el día 12 pi,, coincidiendo con la formación de la
lanceta bucal. El incremento de las lesiones desde el día 18 a 35
reflejaban el establecimiento y maduración de los parásitos
adultos. Los ecsunófilos, derivados de la circulación, comenzaron
a estar presentes en la mucosa a partir del 40 día, mostrando un
incremento ~ los 12 primeros días, empezando a disminuir
rápidamente para alcanzar los niveles hallados antes de la
infestación en el día 35 p.i. Esta cosinofilia se iniciaba con el
desarrollo de L—3 a L—4, alcanzando un máximo en las mudas de L—4
y L-5, por lo que la actividad de los cosinófilos parece estar
más dirigida contra el desarrollo y establecimiento de las fases
larvarias que con la expulsión de los vermes.
En el día 22, correspondiendo al establecimiento de adultos,
aparecen agregados de células linfoides, comenzando la respuesta
inmune directamente contra el material antigénico adulto; los
nastocitos sólo aparecieron a partir de este día. La hipertrofia
de la mucosa se hiso patente hacia el día 12, relacionada con el
incremento de las células que invadían la mucosa; la congestión y
hemorragia aparecieron en las últimas fases. Análogos resultados
fueron obtenidos por Salman y Duncan <1984>, tanto en ovejas come
en corderos, observando que el número de eosinófilos se
encontraba nás incrementado en la mucosa del abomaso después de
la infestación y reinfestación de las ovejas, respecto a lo
hallado en corderos; del mismo nodo hubo un marcado incremento de
las células IgA plasmáticas en las ovejas adultas respecto a los
corderos. Finalmente indicaban que los mastocitos, así como la
respuesta de eosinófilos después de la infestación y
reinfestación, podían estar asociados con la mayor resistencia
del ganado ovino adulto,
En los estudios sobre las alteraciones histológicas, tras
una dosis de prueba de corderos y ovejas inmunizadas <con larvas
irradiadas) y sin innunizar, se ha observado-que el incremento de
eceinófilos y de mastocitos era evidente en los 5 primeros días
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de la reinfestación de las ovejas inmunizadas, mientras que
cambios similares aparecieron más tarde en los corderos
inmunizados; la presencia de agregados linfoides sólo fue
detectada en ovejas inmunizadas y los incrementos de los números
de células plasmátidas <Igl> después de la reinfestación, sólo
fueron evidentes en ambos grupos de ovejas, pero no en corderos
<Salman y Duncan, 1985).
De un modo similar a lo ocurrido en las infestaciones ovinas
por Te.circumcincta, las, infestaciones por lL99n~nrtIm provocan
un incremento en los niveles de pepsunógemo sérico (Holmes,
1985; Fox y col., 1991) relacionados con la elevación del PH
gástrico. Mostofa y col. (1990>, observaron que la concentración
de pepsinógeno en el plasma de las ovejas se vela incrementada
durante las infestaciones por H.contortus (en el día 7 después de
una infestación simple>, un poco antes que en las infestaciones
por Te.circumcincta <en el día 15>, y que estaba asociada a
diferentes mecanismos fisiopatológicos dentro del abomaso.
Monde y col. <1985>, comparando los cambios hormonales
inducidos tanto por una infestación por H.contortus en corderos,
como por administración intravenosa de extractos antigénicos de
larvas o de adultos, observaron que el polipéptido pancreático
durante la infestáciM no experimenté ninguna modificación
significativa, mientras que con la inyección intravenosa se
produjo una elevación al cabo de 5—5 horas; la gastruna
plasmática se elevó al cabo de 1 hora de la infestación y entre
3—4 horas de la administación intravenosa del extracto de adultos
<no se elevó con extracto de larvas> . La somatostatina plasmática
se elevó en los corderos infestados a los 180 minutos y
administrando cualquiera de los dos extractos se incrementó entre
los primeros 60-120 minutos. Finalmente, los autores sugieren que
la hipergastrinemia no era la consecuencia de una respuesta
inmunitaria general, estando probablemente ligada a la liberación
de sustancias por las larvas o a una inflamación local de la
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mucosa; por el contrario, el aumento tardío de la somatostatina
en sangre podría resultar de la respuesta inmunitaria. Más
recientemente, en la hemoncosis caprina también se han hallado
elevaciones muy notables en los niveles de gastrina, sugirióndose
su empleo en el diagnóstico de la hemoncosis (Fox y col., 1991>.
Finalmente, se han observado cambios en el mucus y en la
mucosa del abomaso de los animales con infestaciones por
Ii9rtM~. Newlands y col. <1990> observaron que en los
animales inmunes a esta parasitosis, existían muy pocos cambios
aparentes en la nucina en contraste con los animales no inmunes,
en los que se observó una drástica disminución de ésta,
particularmente de la zona superficial de la mucosa, Estas
reducciones se limitaban a las áreas invadidas por las larvas,
indicando que la respuesta al parásito era localizada, con
algunas partes de la mucosa todavía resistentes, o
alternativamente, los parásitos podrían simplemente no haber
alcanzado aquellas zonas, con lo cual todavía mostraban un
contenido normal de mucina.
1.3. Respuesta del hospedador ante H.contortus
La capacidad de respuesta de un hospedador frente a una
primoinfestación por un nematodo gastrointestinal no es una
constante puesto que depende de la edad de los hospedadores, de
su estado fisiolócico <fundamentalmente estado nutricional y
reproductivo) , de su gQn9~ng, así como de la propia capacidad
del agente parasitario pnra &n~iz, mmrimnl.r o 4jfl~ la
respuesta del hospedador <Miller, 1986) . Estas variaciones pueden
ser estudiadas a distintos niveles, tras las primeras
exposiciones al parásito y considerando tanto los parámetros
parasitológicos <porcentaje de implantación, fertilidad, duración
del periodo de prepatencia, patencia, eliminación fecal de huevos
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- resistance’> como a los parámetros patológicos y productivos
<variaciones del hematocrito, recuentos eritrocitarios,
incremento de peso de los hospedadores — Itresiliencell sensu
Albers y col., 1987>.
La existencia de variaciones en la capacidad antigénica,
poder inmunógeno y otras características en nematodos
gastrointestinales y específicamente en Haemonchus contortus está
ampliamente referenciada y parece ser un fenómeno frecuente en
helmintos (Simpson, 1986) . Estas variaciones podrían ser las
responsables de los fenómenos de resistencia a antihelminticos
(Le Jambre, 1982; van Wyk y Halan, l~8S>. En nuestra revisión,
sin embargo, nos ceñiremos a los factores dependientes del
hospedador.
1.3.1. Genotipo de los hospedadores
La evolución biológica ha dado lugar a una diversidad
genética de las poblaciones, que en virtud de la acción de la
selección natural ha determinado la preponderancia de poblaciones
particulares. En la génesis de tales variaciones un elemento
importante ha sido la posesión de diferentes capacidades en los
hospedadores para responder a las enfermedades parasitarias
<Wakelin, 1985>, aspecto éste reconocido por los parasitólogos
mucho más tarde que en virología, bacteriología o fitopatología.
Como narcadores genéticos de la adecuación— resistencia de las
relaciones parásito—hospedador en las hemoncosis ovinas se han
considerado habitualmente la nn..&xThA, tipos de hemoglobina y
más recientemente, el sistema de histocomoatibilidad. En la
actualidad se dispone de una buena información acerca de esta
base genética, tanto mediante estudios comparados interraciales
como dentro de una misma raza ovina (Barger, 1989>
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í.3.1.a. Factores raciales
La existencia de variaciones raciales en el ganado ovino en
su resistencia a las infestaciones por lL2Qntn¡flai y otros
Trichostrongyloidea ha sido reconocida muy tempranamente
<wwitlcck y Madsen, 1958> y, de hecho, la manipulación genética—
mediante selección racial— ofrece una nueva posibilidad para el
control de la hemoncosis frente a la lucha quimioterápica
trad±cional <vindon, 1990>. No se han obtenido, sin embargo,
modelos claros, probablemente relacionado con los distintos
aislados de H.contortus empleados y los diferentes diseños
experimentales.
Parece sin embargo, relativamente claro, que los corderos
Florida Native son más resistentes de forma natural a las
hemoncosis, como se evidenciado tanto en las infestaciones
primarias <Fadhakrishnan y col., 1972; Courtney y col., í985a y
b; Zajao y col., 1990> como en las infestaciones y
reinfestaciones (Neilson y Van de Walle, 1987>. En efecto,
comparando distintas razas ovinas se ha observado que, tras las
primoexposiciones a Heontortus, los corderos Florida muestran
períodos de prepatencia más alargados, menores recuentos de
huevos fecales, disminuciones menos notables del Ht, y menor
implantación en cuajar e inferior tamaño de los nematodos, tras
la necropsia.
En otras razas ovinas los resultados han sido menos
concluyentes y claramente dependientes de las dosis infestantes
empleadas. Con dosis altas de L—3, no se han observado
diferencias en las cargas parasitarias en aSomase entre Einn—
Dorset y Scottish Blackface, aunque con dosis unfestantes
moderadas, esta última raza se mostró más resistente (Altaif y
Dargie, 1978a y b)
It
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Aparentemente la raza Barbados Blackbelly es más resistente
a H.contcrtus que las razas Eathadin y Suffolk (Presson, 1986),
aunque esta raza ovina parece mostrar una menor resistencia que
otras estudiadas (Finn—Dorset, St. Croix y otras>. Así,
comparando la resistencia de los corderos (14—18 semanas de
edad> en razas ovinas (St.Croix, 3/4 St,Croix, de Florida,
Barbados — Blackbelly> frente a un cruce de Finn — Dorset con
Rambouillet, Courtney y col. <1985a> observaron que la
resistencia durante las primoinfestaciomes fue variable,
resultando menos -resistemte la raza Barbados, al menos cuando se
consideró la eliminación fecal de huevos de L.~2Ift9rZn¡ y la
implantación de. vermes en abomaso; sin embargo, la disminución
del valor hematocrito (mt) en estos experimentos no siguió el
mismo patrón.
Cuando se estudió la resistencia diferencial, en condiciones
de campo, mediante pastoreo de praderas infestadas, la raza
Florida Native sostró una menor reducción en los valores de Mt,
así como inferiores recuentos de huevos fecales <Courtney y
col., 1985b>. No obstante, no se observaron diferencias en las
cargas parasitarias tras la necropsia de St. Croix, Barbados
Blackbelly y un cruce de Finn—Dorset X Rambouillet.
Los resultados obtenidos cuando se analizaron conjuntamente
la respuesta inmunitaria <particularmente inmun¿globulinas de
isotipo IgA> . y la resistencia diferencial racial, tampoco han
mostrado un modelo claro. Mientras Presten y Allonby <1978>
observaron que la raza Merina mostraba una buena resistencia al
establecimiento de las larvas de H.contortus frente a los Red
Masai, que se relacionaba claramente con los mayores niveles de
IgA de los primeros, Zajac y Col. (1990> no hallaron
correlación entre las diferencias raciales <Dorset X Rambouillet;
St. Croix y Florida Native> y el número total de vermes, así como
tampoco con la respuesta linfocitaria, niveles de anticuerpos,
número de mastocitos, leucocitos y niveles de histamina aunque sí
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se observó correlación con los recuentos fecales de huevos, los
nivelesde proteínas plasmáticas y los valores de Ht.
i,3.l.b. Tipos de Hemoglobina
Los primeros estudios sobre la influencia de los tipos de
hemoglobina sobre la resistencia a las infestaciones por
H.contortus apoyaban que las ovejas cuyo tipo de hemoglobina era
AA tenían nenores recuentos de huevos fecales que aquellos cuyos
tipos de Mb eran AB y BB <Evans y ccl., 1963),
Esta sugerencia fue confirmada, en un experimento de
autocuración, por Allonby y Urquhart <1976), quienes hallaron
menores alteraciones en los parámetros hemáticos y mayor
ganancia de peso vivo de los individuos homozigóticos (AA)
Radhakrishtlan y col. <1972) también observaron menores niveles de
infestación en corderos Florida Native con tipo HbAA y
resultados similares fueron obtenidos por Luffau y col. (í9Sla>,
con una mayor resistencia de las ovejas AA. A su vez, tras una
prunoinfestación con H.contortus, también parecía existir una
resistencia relacionada con el tipo de hemoglobina, de forma que
los heterozigóticos (HbAB) eran más resistentes que los
homoziqóticos BB, al menos cuando se consideraba el valor Ht y
los recuentos fecales de huevos; no parecía existir respecto a la
implantación de vermes en el abomaso <Courtney y col., íSBSa y
b>.
Estas inconsistencias (independencia del efecto patológico,
implantación parasitaria, eliminación de huevos), junto con las
sospechas de Radhakrishnan y col, (1972) motivaron que se
reevaluase la influencia del tipo de hemoglobina en el ganado
ovino en la resistencia a la hemoncosis. Trabajos más recientes,
sin embargo, no han logrado comprobar esta relación entre
la
resistencia a E.contortus y el tipo de hemoglobina en ganado
ovino (Luffau y col., 1990; Kassai y ccl., 1990> y parece que
tanto la resistencia natural a la infestacióh come la producción
de anticuerpos antí—Haenonchus específicos podrían depender de
uno o varios genes sin relación íntima con los determinantes del
qenotipo de hemoglobina.
1.3.1.0. Factores genéticos
El incremento de los costes de producción de nuevos
antiparasitarios y la aparición de resistencias a un buen número
de antihelminticos ha motivado la investigación sobre la base
genética de la receptividad a helmintos gastrointestinales de
pequeños rumiantes (ver Gruner y Cabaret, 1988; Windon, 1990 y
1991; Grun~r, 1991).
La existencia de alguna relación, al menos parcial, entre
los genotipos de Mb y la resistencia a las henoncosis, y entre
las características raciales del ganado ovino empleado en las
infestaciones y algunos parámietros estimativos del grado de
adecuación parásito—hospedador en el binomio H.contortus - Ovis
aries <supervivencia de vermes, implantación, qrado de
desarrollo en. sus hospedadores, fertilidad de las hembras
instaladas, etc.) apuntaban a la existencia de una base genética
de la receptividad del ganado ovino al nematodo gástrico, así
como quizás a la propia distribución de las poblaciones
parasitarias en sus hospedadores en condiciones naturales.
- Estos estudios se han llevado a cabo tanto en infestaciones,
pruebas vacunales, innunosupresión e inmunopatologia de la
hemoncosis, sin que sea fácil seflalar los mecanismos finales
implicados. En efecto, los . resultados obtenidos mediante
infestaciones y reinfestaciones de corderos con LggnLnrflan
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tratados con dexametasona han mostrado que el
glucocorticosteroide es capaz de suprimir la respuesta secundaria
a las reinfestaciones (Adams, 1982; Adamis y flavies, 1982) y
convertir en sensibles a Merinos resistentes (Preeson y
col.,1988> . Estos resultados parecen sugerir que existe una base
inmunológica en la mayor o menor resistencia a las hemoncosis en
los genotipos resistentes de los hospedadores <Gilí, 1991>.
Además, a pesar de existir una gran heterogeneidad en las
poblaciones parasitarias de helmintos <Simpeon, 1936; noii y ccl.,
1989), de interés en la respuesta parásito—hospedador <Kennedy,
1989>, los resultados obtenidos, experimentalmente, en las
infestaciones por H.contortus no han mostrado ningún tipo de
selección parasitaria (Adama, 1988),; Albers y Burgess, 1988>.
Una atención considerable, han recibido, en el genotipo de
los hospedadores, los genes ligados al Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CHE> como reguladores de la función de las
Células—T, para controlar la respuesta a las infestaciones (Grey
y col. , 1990; Kennedy, 1989>, pudiendo determinar, desde una
falta de reconocimiento antigénico hasta la inmunosupresión o
tolerancia a los complejos antígeno parasitario— CMH,
Recientemente, el CMII del ganado ovino (OLA) y vacuno <BOLA)
han sido el centro de atención de una caracterización molecular,
al entender que el aislamiento e identificación de los marcadores
de ADN vinculados con los genes que codifican caracteres de
importancia económica y la resistencia a las enfermedades podrían
ofrecer pruebas objetivas para identificar los animales
portadores de los genes deseados, a su nacimiento o incluso antes
(Gogolin—Ewens y col., 1990), dada la heredabilidad de la
resistencia a algunas helmintosis intestinales de interés (p.e.
Trichostroncvlus colubriformis, según observaron Dineen y
1dndon, 1980> y la asociación existente entre los alotipos de
antígenos de superficie de linfocitos ovinos clase , codificados
por genes íntimamente relacionados con el OMM, y la resistencia
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frente a T.colubriformis (Outteridge y col., 1985, 1986).
Los resultados obtenidos por Luffau y col. <1990> mostraron
efectos estadisticamente significativos de varios haplotipos OLA,
en la respuesta humoral, así como en los recuentos de huevos en
las heces y el grado de anemia debido a las hemoncosis ovinas, lo
que quizás mostrase la existencia, dentro o ligado al sistema
OLA, de genes que puedan afectar estos fenómenos. Sin embargo,
Cooper y col, <1989> trabajando con merinos australianos, con
gran polimorfismo en su sistema OLA, no obtuvieron evidencias
entre la asociación de los tipos OLA y la sensibilidad a la
infestación por ff9n~9fl~rn.
1,3.2. Fisiología de los hospedadores
l.3.2.a. Sexo
En general, existe una relación entre el sexo de los
hospedadores y las infestaciones por H.contortÚs, sólo tras la
pubertad. Mientras que las ovejas incrementan drásticanente su
resistencia a las infestaciones después de la pubertad, el
desarrollo de esta resistencia en los machos es gradual, hasta
alcanzar el estado adulto <Thorson, 1970 iii Courtney y col.,
lSSSa>. Resultados similares, tras una primoinfestación han sido
obtenidos por Luffau y col. (1981b>, con una mayor producción de
huevos por parte de los machos respecto a hembras de la misma
edad, raza y tipo de hemoglobina. Además, la autocuración con
dosis unfestantes elevadas fue más consistente en hembras,
probablemente ligado a una mayor producción de histamina local en
abomaso o a una mayor sensibilidad al choque histaminico en este
sexo.
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No obstante, Albers y ccl. <1987> con un elevado número de
animales (>1000> sometidos a una primoinfestación con ííooo L-3
de H.contortus y posterior análisis multivariante no hallaron
esta clara diferencia, puesto que los recuentos de huevos focales
(hpg) al cabo de 4 semanas p.i. no fueron diferentes entre
moruecos, hembras y machos castrados.
Contrastan estos resultados, con la mayor facilidad para
obtener una respuesta inmunitaria protectora tras una
primoinfestación y reinfestación en machos (Luffau y col. , 1981b;
Courtney y col., 1985a) y los mejores indices de protección
observados en hembras, indices a su vez relacionados con los
recuentos de vermes en abomaso <Adams, 1989>.
l.3.2.b. Niveles hormonales
La reproducción puede alterar el curso de las nematodosis
ovinas. Está ampliamente demostrado que la preñez y la lactación
provocan una marcada elevación en los recuentos de vermes
gastrointestinales así como una mayor receptividad de estos
hospedadores a las infestaciones. De una forma general, estas
elevaciones en los recuentos fecales de huevos de nematodos
gastrointestinales han recibido el nombre de elevación periparto,
posparto o primaveral <ver rey. Michel, 1976) y se han
relacionado (Connan, 1968>, con:
— maduración de larvas inhibidas en la mucosa gastroentérica
— incremento de las tasas de establecimiento de larvas
infestantes ingresadas
— aumento de la fecundidad de lós vermes adquiridos y
establecidos
— y suspensión durante la última parte de la preñez y
lactación de los mecanismos efectores de expulsión,
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permitiendo que los nematodos alcancen su madurez.
Aunque la elevación está claramente establecida tanto en
ganado vacuno infestado con QgXsrtAgiA gaflflftgi <Rícosterman y
col., 1984/1985) como en ganado ovino con infestaciones
pluriespecificas o monoespecificas con E.contortus (Thomas y Ah,
1983; Gibbs, 1986; Taylor y col., 1990a; entre otros>,
dependiente de la raza ovina implicada (Courtney y col., 1984>,
y se han relacionado estas elevaciones tanto con la maduración de
larvas del nematodo gástrico como con el fallo del ganado ovino
para expulsar a los adultos existentes (Gibbs, 1986> —que suponen
un incremento de los efectos patológicos de las infestaciones en
estos momentos <Thomas y Ah, 1983)— no están del todo claros los
mecanismos implicados en su aparición.
La estrecha correlación existente entre las elevaciones
periparto y los niveles de algunas hormonas (p.c. prolactina,
progesterona) apuntaban a que los elevados niveles de prolactina
eran los responsables de esta elevación en los recuentos fecales
—como medida de la estimación de la relajación inmunitaria de las
ovejas—. No obstante, Coop y col. <1990> , mediante infestaciones
experimentales con Te.oircumcincta en ovejas preñadas y paridas
observaron que ni la prolactina ni la progesterona parecían ser
las únicas responsables de la elevación periparto. Similares
resultados fueron oiúenidos cuando se emplearon antagonistas de
la prolactina, como la bromocriptina; en estos experimentos, a
pesar de que la bromeoriptina disminuyó los niveles plasmáticos
de prolactina no redujo las eliminaciones fecales de huevos de
Te. circumcincta
.
La posible inmunosupresián provocada por la progesterona y
el cortisol ha sido invocada como agente de la elevación
periparto (Lloyd y ccl., 1983>. sin embargo, Coop y col. <1990>
no observaron ningún efecto notable tras la administración de
dexametasona. El estudio del efecto de la administración exógena
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de hormonas y corticosteroides ha producido resultados
inconsistentes. Fleminq y Conrad <1989) aparentemente
reprodujeron una elevación periparto en ovejas ovariectomizadas
mediante la administración de progesterona y/o prolactina, aunque
más recientemente, Coop y col. (1990) no consiguieron reproducir
los efectos mediante administración exógena de hormonas. Parece
probable, por tanto, que la elevación sea un proceso
multifactorial en el que están implicados tanto el mucus
gastrointestinal <Miller, 1984) , proteinasas, mediadores
inflamatorios e inmunoglobulinas, pudiendo desempeñar un papel
notable los glucocorticcides en la modulación de la respuesta
antiparasitaria <Miller, 1987) y no siendo la prolactina
probablemente el único factor responsable (Jeffcoate y col.,
1990)
En favor de este carácter probablemente multifactorial de
las elevaciones periparto se puede señalar que, al menos en lo
que respecta a las concentraciones de inmunoglobulinas séricas de
las hembras preñadas, no se observa ninguna inmunodepresión salvo
en los últimos días previos al parto (10—15 días antes)
explicables por el trasvase activo de IgOl hacia la mama
<Pellerin y col., 1990).
l.3.2.c. Alimentación
En general una buena alimentación influye en el estado
inmunitario y en la capacidad de reacción frente a las
infestaciones <Holmes, 1986> . En las hemoncosis que pueden
cursar como una parasitosis primaria — por una ingestión muy
elevada de L—3 — o como una parasitosis secundaria, con
debilitamiento de los animales infestados, este factor es
critico.
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Una dieta hipoproteica de animales agrava los efectos
patogénicos de licontortus, como ha sido demostrado por Roberts y
Adams (1990>, quienes observaron que administrando 600
g/animal/dia de granulado, los corderos desarrollaban una fuerte
resistencia a las reinfestaciones, no observable en los corderos
mantenidos con 400 g /dia. De forma análoga, el estado
nutricional de los corderos <scottish Blackface> influye de
forma notable en la capacidad de resistencia tras una
inmunización, posiblemente como resultado de alteraciones en el
establecimiento de la competencia inmunitaria, alteraciones no
observables en animales mayores de ocho meses (Abbot y Holmes,
1990>,
l.3.2.d. Edad de los hospedadores
La resistencia ligada a edad en las infestaciones ovinas por
H.contortus constituye uno de lo aspectos más interesantes de la
hemoncosis. El ganado ovino es capaz de desarrollar una respuesta
protectora tras una primoinfestación con otras especies de
nematodos intestinales (p.c. corderos de 2 meses de edad frente a
Nematodirus battus, Taylor y Thomas, 1986) aunque también existe
en algunos casos una dependencia de la edad en la magnitud de la
respuesta; así, los corderos de 4 meses y medio de edad son más
sensibles a las reinfestaciones con Te.circumcincta, que los
animales de 10 meses <Smith y-col., 1985).
Sin embargo, la sitúación en las hemoncosis está más
ampliamente referenciada (ver Knight y Rcdgers, 1974> existiendo
una clara evidencia de una mayor resistencia ligada estrechamente
a la edad del ganado ovino y dependiente, a su vez, de la raza
ovina (Courtney y col., 1985a, 1985b). La mayoría de las razas
ovinas <Merino, Blackface, Prénípes du Sud) parecen alcanzar Su
madurez inmunitaria frente a fl~fl~ en algún momento entre
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los seis y doce meses de edad o incluso más tarde <Manten y col.,
1962; CharleyPOulain y col., 1984; entre otros).
En experimentos con vacunaciones mediante L—3 irradiadas,
trquhart y col. <1966> hallaron que la inmunización no era capaz
de conferir ninguna resistencia a las reinfestaciones en corderos
de 3 meses de edad, sólo una resistencia parcial a los cinco
meses de edad y una buena respuesta a los 8 meses de edad. Al año
siguiente, López y Urquhart <1967) no consiguieron inmunizar
- merinos de 7 meses, con 2 dosis vacunales de L—3 irradiadas de
a±g9ritfl~, mientras que la vacunación estimuló una fuerte
respuesta protectora en animales de 2 años.
Otras razas ovinas, por el contrario, son capaces de
desarrollar una respuesta inmunitaria frente a H.contortus a más
temprana edad, cono Romanov <Berezhko y col., -1987> o Florida
Native (Neilson y van de valle, 1987; Zajac y col., 1990).
Es difícil entender esta incapacidad, teniendo en cuenta que
los corderos son capaces de responder adecuadamente a otros
estímulos antigénicos <viricos, bacterianos e incluso
parasitarios). Urquhart y col. (1966) entendían que o bien el
desarrollo ontogenético de los mecanismos efectores frente a
ll~nrfla~ era más lento, por su complejidad antigénica, o bien
que ~ era antigénicamente muy pobre. Se ha aducido
además la posibilidad de transferencia de sustancias
innunosupresoras, desde las ovejas infestadas, a los corderos
<Soulsby, 1979>. Contrasta esta aparente escasa antigenicidad de
H.contortus con el hecho de que el nematodo gástrico está en
contacto permanente con el torrente circulatorio del hospedador,
y por ello existe la posibilidad de un estrecho contacto
parásito—hospedador (Munn y col., 1987>.
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1.4. Respuesta inmunitaria
La inmunidad supone generalmente una resistencia y
prácticamente siempre existe un proceso destructivo; el éxito del
proceso inmune se basa en la capacidad de los organismos vivos
para reconocer, por diferentes medios, las moléculas complejas
extrañas que carecen de relación con su propia estructura normal.
La inmunidad puede adquirirse como consecuencia de una
experiencia previa con la estructura química de la sustancia
extraña y conlíeva la adquisición de memoria inmunológica, la
síntesis de anticuerpos y la proliferación de linfocitos; sin
embargo, también puede ser innata, en cuyo caso viene determinada
genéticamente <Wesley Alexander y Geod, 1980>
Es difícil generalizar sobre los mecanismos involucrados en
la respuesta inmunitaria de los animales expuestos a una
helmintosis; sin embargo, la mayoría de los autores sugieren que
la lesión y expulsión de los vermes en un animal inmune, resulta
de la interación secuencial entre anticuerpos y lá respuesta
inmune mediada por células junto con cambios inflamatorios no
específicos, debido a aminas biógenas y prostaglandinas <Castro,
1989>
La respuesta inmune se desencadena cuando una molécula
receptora de la superficie de una célula U o T encuentra al
antígeno contra el que la célula está programada para responder y
lo reconoce como extraño al unirse a alguna pequeña parte del
mismo. Con la ayuda de otros elementos del sistema inmunitario,
la célula se multiplica y ejerce su función de célula B secretora
de anticuerpos, de célula ¶‘ citotóxica o de célula T coadyuvante,
que segrega sustancias que movilizan a otras células <Grey y
col., 1990).
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1.4.1. Autocuración
La expulsión rápida o autocuración, consistente en la
eliminación de la población parásita de helmintos en un
hospedadOr tras una reinfestaciór’ es un fenómeno relativamente
frecuente y se ha indicado, entre otras, en las infestaciones por
Trichinella soiralis, NiooOstronclvlus brasiliensis
,
T.colubriformis y H.contortus <SoulsbY, 1957 in rey. Miller,
1984).
En la hemoncosis ovina, este fenómeno se presenta en ovejas
infestadas, tras la ingestión de larvas infestantes frescas; al
cabo de unos pocos días existe una caída drástica de los
recuentos fecales de huevos del parásito y la población adulta es
eliminada del abomaso. Generalmente la autocuración ha sido
considerada como una expresión de la inmunidad protectora. Sin
embargo, Michel y col. (1973> entendían que el hecho de que una
infestación termiriara con la expulsión de los adultos
<autocuración> y por otra parte, que el hospedador fuera
refractario al establecimiento de una infestación nueva
<protección), oran fenómenos aislados; ya que podía ocurrir la
una sin la otra, y la protección podía desarrollarse antes o más
tarde de que sucediera la autocuración.
Parecidas consideraciones han sido expresadas por Luffau y
col. <1981a) , quienes además encontraron una relación inversa
entre el pico da recuentos de huevos en las heces y la
intensidad de la autocuración y Berezhko y col, (1987), en
corderos de raza Romanov. Estos últimos autores observaron que la
resistencia a la invasión con I{.contortus estaba correlacionada
con el incremento de las reacciones inmunoalérgicas, a la vez que
con la edad de los animales. En corderos de 2 meses de edad no
encontraban anticuerpos en sangre, ni en la infestación primaria
ni en la superinvasión; sin embargo disminuyó el manero de vermes
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y de hueVos después de la sobreinfestación. Estos resultados
sugieren que, independientemente de los mecanismos implicados en
la autocuración en la henoncosis ovina, este fenómeno y la
resistencia a las reinfestaciones pueden actuar como entidades
separadas (Adams, lOSí> . Por ello la resistencia a la
reinfestación constituye una mejor medida de la respuesta inmune
que la autocuración, lo que podría ser debido a que el fenómeno
de autocuración mide un ‘todo o nada”, mientras que la
resistencia a la reinfestación está cuantitativamente más
relacionada con el nivel inmunitario del hospedador (Luffau y
col., 1981a>
1.4.2. Respuesta celular
El estudio de la inmunidad frente a helmintos parásitos se
ha encontrado con numerosas dificultades tanto de orden
metodológico como conceptual, En efecto, los helmintos presentan
algunas características estructurales que. les convierten en casi
únicos, entre las que habría que destacar:
— variaciones antioénicas debido a su desarrollo (distintas
fases de desartollo> dentro del hospedador. Además, en
numerosas ocasiones estas fases diferentes se localizan en
distintos órganos del hospedador.
— Posesión de una superficie externa no facocitable. La
mayoría de las especies de helmintos parásitos presentan a
su hospedador una superficie muy amplia que no es
fagocitable (p.é. nenatodos gastrointestinales>,
En buena medida estas dos características van a determinar
el tipo de respuesta frente a los helmintos y además van a
suponer una enorme restricción a los mecanismos efectores de los
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que dispone el hospedador para hacer frente a una infestación
parasitaria. Obviamente se podría predecir que algunos tipos
celulares de los hospedadores deberían desempeñar un papel más
relevante ~n la respuesta inmune, tales como linfocitos
citotóxicos <LTc> , y además también podría suponerse que los
hospedadores habrían dado lugar al desarrollo de sistemas
específicos de defensa antiparasitaria, Sin embargo, aunque si es
relativamente cierto que algunos tipos de células efectoras son
más adecuadas en general en las parasitosis, hasta donde se
conoce, los mecanismos finales (dependientes de anticuerpos o de
complemento, células inflamatorias> son relativamente constantes
y en muchos CaSOS similares a los relacionados con otro tipo de
agentes patógenos tanto parasitarios como infecciosos (Mackenzie
y cOl., 1978)
Se han realizado algunas revisiones sobre la respuesta
inmunitaria en el tracto gastrointestinal, tanto de carácter
general <Befus, 1986; Miller, 1987; Zajac, 1987; Urban y col.,
1989; castro, 1989; McGhee y col,, 1992> como sobre el papel de
algunos componentes de la respuesta inmunitaria (IgA, G,oldblum,
1990, p.e.; Butterworth, 1984). A pesar del trabajo intenso
realizado, la forma precisa de actuación de los mecanismos
inmunitarios que provocan la expulsión intestinal de los
helmintos es muy poco conocida. Es claro que la respuesta
inmunitaria provocada por las infestaciones parasitarias
involucran tanto componentes específicos como inespecificos. La
respuesta celular y la humoral son determinadas por el
reconocimiento antigénico y por tanto-es específica, munetras que
las respuestas inflamatorias, una vez activadas, son
inespecificas. ‘¿a que la información existente sobre la respuesta
humoral es considerablemente más abundante, se ofrecerá en la
sección 1.4.3,, mientras que la respuesta celular y sus
componentes <linfoide, nieloide) se mostrarán a continuación.
En la hemoncosis ovina y procesos relacionados, se
.7 2
~>
y,
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efectuado numerosos ensayos para conferir resistencia mediante la
tran~ferencia de células linfoides de individuos inmunes a
receptores sensibles. Smith y col, <1984> encontraron que la
resistencia a H.contortus era adquirida por la transferencia de
linfocitos derivados de linfa gástrica entre gemelos
monocigóticos da ovejas, observando que gran número de mastocitos
habían sido transferidos para los receptores y que estos fueron
más resistentes a la reinfestación. Del mismo modo Smith y col.
(1986> consiguieron proteger frente a Te.oircumcincta mediante
transferencia celular entre ovejas genéticamente idénticas; así,
todas las ovejas donadoras fueron tan resistentes a la
reinfestación como las ovejas de los experimentos iniciales.
Adams y Rothwell <1971) transfirieron inmunidad en cobayos,
frente a T.colubrifonmis, mediante células de ganglios linfáticos
mesentéricos, comprobando que la edad de los donadores era más
importante que la de los receptores en este sistema de
transferencia celular. Sin embargo, Adams y col, (1980), no
consiguieron transferir de forma pasiva inmunidad, mediante
canulación del conducto torácico en corderos do 8 a 10 meses de
edad, frente a esta misma especie. Es posible que esta falta de
respuesta protectora se deba al propio desarrollo ontogenético
del sistema inmunitario ovino, ya que Riffkin y Dobson (1979>
demostraron que tanto la capacidad de respuesta linfocitaria a la
fitohemoaglutinuna como a los antígenos de L nnt9rfla no estaban
presentes en el nacimiento de los corderos, desarrollándose en
los 5 primeros meses de vida, en ausencia de infestación.
Otro modo de abordar el problema sobre la transferencia de
inmunidad fueron las investigaciones realizadas sobre un factor
de transferencia, preparado con un lisado de leucocitos. Ross y
Halliday <1979a, 1979b> transfirieron inmunidad a corderos
receptivos a la reinfestación por T.colubriformis y por
Te.ciroumcincta y consideraron que la resistencia transferida
~staba operando independientemente de la competencia inmune, ya
que - los corderos donador y receptor eran genéticamente
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disimilares. El tratamiento con factor de transferencia en
infestaciones por H.contortus no determinó ninguna protección del
ganado ovino (Hunter y cOl., 1983), aunque Ross y col. (1978>
lograron una ligera la protección de corderos mediante un
tratamiento combinado con L—3 irradiadas y “factor de
transferencia”. Por su parte, Hunter y col. (1983> lograron una
reducción significativa en el establecimiento de los vermes en
corderos menores de 6 meses de edad utilizando un tratamiento con
antígenos parasitarios de adultos de H.contcrtus, factor de
transferencia e inmunoglobulinas precipitadas, aunque ninguno de
los componentes individuales provocó ninguna protección.
Más recientemente Se ha estudiado el papel desempeñado, en
la resistencia ovina a la hemoncosis, por una proteinasa
secretada por mastocitos, habiéndose. demostrado que los niveles
de esta enzima se elavaban en las ovejas inmunizadas respecto a
los abomasos de animales noinfostados (Huntley y col., 1981).
El papel de otros tipos celulares <neutrófilos, cosinófilos>
no ha sido claramente establecido. Adams (1981> observó una
disminución de leucocitos, una linfopenia media y disminución de
neutrófilos en ovejas infestadas con H.contortue; las ovejas
mostraban eosinopenia en el día 105 de la infestación,
característica encontrada en animales expuestos a una amplia
variedad de fenómenos estresantes. Por su parte, Berezhko y col.
<1987> estudiando el fenómeno de la autocuración en una
hemoncosis experimental, hallaron una fuerte reacción
eosunofilica local, en la submucosa del abomaso, (acompañada de
linfocitos y plasmocitos>, dependiente de la edad de los
animales, de forma que la respuesta fue más notable a partir de
los 4 meses de edad, respecto a la hallada en corderos de 2—3
meses. Más recientemente, Rahman y Collins <1990> observaron en
henoncosis caprinas, además de una fuerte anemia y reducción del
Mt, una importante disminución de linfocitos y aumento de
neutrófilos, mientras que ni eosinófilos ni monocitos presentaron
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alteraciones.
El conocimiento sobre otras células derivadas de la médula
ósea como macrófagos, células dendriticas y células de
Langerhan’s, es escaso; sin embargo todos ellos, presumiblemente,
son de importancia considerable en la generación de la respuesta
inmune contra los nematodos parásitos del digestivo. La cuestión
sobre si la inmunopatologia asociada a la protección es una parte
integral del mecanismo de la resistencia, continúa su ser
aclarada, así como si los componentes diferentes de la respuesta
son estimulados por separado. No obstante, es posible que en el
futuro se pueda determinar, si la resistencia es una consecuencia
del incremento de la reactividad inmune específica, o de otros
mecanismos protectores, efectivos, no específicos, con el fin de
preparar vacunas más sencillas a partir de antígenos de vermes
(Miller, 1984>.
1.4.3. Respuesta humoral
l.4.3.a. Respuesta sérica
La importancia del papel de los anticuerpos en la respuesta
inmune frente a H.contortus y otros nematodos gastrointestinales
ha sido muy discutida a lo largo de los años. Numerosos
autores, han concluido que mayores títulos de anticuerpos
reflejan una inmunidad incrementada frente a la reinfestación,
ya sea mediante infestaciones previas o mediante inyecciones
administradas de sustancias antigénicas de los parásitos o los
propios parásitos irradiados.
Además, recientemente ha vuelto a plantearse la necesidad de
un ataque de anticuerpos a los organismos diana previo a la
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expulsión de vermes del tubo digestivo (vindon, 1991)
De una forma general, y al igual que ocurre con otros
nematodos gastrointestinales de rumiantes (ver Klesius y col.,
1986, en ostertagiosis de terneros por ostertaaiaostertaci), la
respuesta ha sido relativamente baja y lenta.
En corderos de 6 meses de edad, Smith (1977b) observó una
respuesta IgG sérica anti—L3, de desarrollo lento, que apareció a
partir de las 4 semanas después de una dosificación diaria de L-3
y dependiente del estimulo antigénico constante, mostrando un
declive inmediatamente después de terminar la dosificación.
Resultados similares fueron obtenidos por el mismo autor, tras la
inoculación de antígenos de L—3 y L—4 en cruces de Scottish
Blackface <Smith, 1977a>
Esta correlación positiva entre el grado de protección y la
producción de inmunoglobulinas fue confirmada en las vacunaciones
con L—3 irradiadas de fi 9flMli por Smith y Christie (1978>,
quienes observaron una elevación en los niveles de IgG e IgA
séricos. Del mismo modo, Duncan y ccl. <1978) hallaron una buena
correlación entre los titules séricos de Igo y la protección (en
ovejas> pero no en corderos de 2 meses de edad, Sin embargo,
Smith y Angus <1980> no observaron esta clara correlación, a
pesar de unas menores elevaciones en los corderos, puesto que los
animales de 60 días <cruce de Suffolk—Greyface> lograron
producir unos elevados niveles de IgG sérica anti—lián~nntn~ tras
la inoculación parenteral de antígeno larvario en coadyuvante.
Los niveles, no obstante, de Igo sérica en cuatro animales
resistentes no fueron estadisticanente superiores a los hallados
en el resto de los individuos sensibles.
La aparente irrelevancia en la protección de las
inmunoglobulinas séricas también fue observada por Adams y Beh
(1981) , mediante estimación de los niveles de anticuerpos por
34
hemaglutinación. La primoinfestación determinó una elevación en
los niveles, pero no las sucesivas reinfestaciones y además los
títulos hemaglutinantes no estuvieron correlacionados con la
respuesta de los animales a la reinfestación.
Los resultados obtenidos en los ensayos de autocuración por
Charley—Poulain y col. <1984> fueron similares; nO mostraron
ninguna elevación notable en los niveles séricos de IgA, IgG e
IgM antí—Raemonchus en animales de 1 meses de edad <Préalpes du
Sud) a pesar de la drástica disminución observada en los
recuentos de huevos fecales del parásito. Parecidos resultados
han sido obtenidos en una raza de respuesta precoz (Florida> por
Neilson y Van de Walle (1987>, con mayores títulos IgG antí—
Haemonchus cuando se vacunaban los corderos de 6 meses con
fracciones de alto y bajo peso molecular del - parásito <una
mezcla de productos de excreción y secreción, con extracto
soluble de larvas más adyuvantes, con una mezcla de productos de
excreción y secreción sin fraccionar con adyuvante) que cuando se
procedía a la primoinfestación, tratamiento y reinfestación de
los corderos; a pesar de lo cual, el porcentaje de protección fue
superior y menor el número de vermes hallados en abomaso cm este
último caso. Por tanto los títulos IgO séricos más elevados no
estaban relacionados con la resistencia a la infestación.
Más recientemente, Boisvenue y col. <1987, 1991> no hallaron
diferencias en pruebas vacunales y Gamble y Zajac <1992>
observaron que a pesar de las importantes diferencias observadas
en St. Croix y oorset, tras las primoinfestaciones -
experimentales y las infestaciones naturales por Ls9nt9fl3aA
adquiridas en pastoreo, estimando las cargas parasitarias y las
eliminaciones de huevos del nematodo, las diferencias en los
títulos séricos estimados mediante ELISA no fueron
significativas. Quizás esta falta de correlación hallada mediante
las estimaciones de Igo anti—ll!&zngnÉ3~. sean debidas a los
diferentes papeles desempeñados por los isotipos •tgGí e IgG2,
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notmalmente no diferenciados en los estudios sobre la cinética de
la respuesta humoral en ganado ovino, y que han mostrado sus
claras diferencias en otros sistemas parásito—hospedador. Así,
por ejemplo, las IgGl antí—Nematosoiroides ~i&Ii~i parecen ser
responsables de la protección en ratón <Pritchard y col., 1983>;
las IgG2 parecen correlacionarse con la protección en terneros
frente a cesonhacostomun radiatun (Gasbarre y Canals, 1989) y
otros ejemplos.
Sin embargo, Eassai y col. (1990) observaron que el
desarrollo de la inmunidad en ganado ovino no estaba asociado con
un incremento de los niveles de IgGl sérica, ni con las IgA; no
encontraron - ninguna diferencia en los niveles medios de
anticuerpos de los animales reactivos y no reactivos de forma
natural, por los que ni los niveles de IgGl ni los de IgA,
servían en la identificación de los corderos que fueran
genéticamente resistentes a las infestaciones por il~9nt9r~g~.
l.4,3.b, Respuesta en la mucosa gástrica
El estudio de la respuesta inmunitaria local se ha
incrementado al observarse que en algunas infecciones e
infestaciones, particularmente las que afectaban al tracto
digestivo y respiratorio, la inmunidad estaba correlacionada con
anticuerpos encontrados en secreciones locales <de forma
especial con las inmunoglobulinas de tipo IgA y una porción de
las IgGl — Newby y Beurne, 1976 -> y no con los anticuerpos
circulantes (Murray, 1913).
De una forma ai¡nilar a lo observado. <vide sunra> en la
respuesta sérica, los resultados obtenidos en las estimaciones de
la respuesta local, en abomaso, tras las infestaciones ovinas por
H.contortus han sido notablemente inconsistentes y relacionados
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con la edad de les hospedadores, estado inmunitatio, estimulo
antigénico empleado y otros factores.
Smith (1917b), en infestaciones repetidas de corderos con
acontortus, observó que, independientemente de la protección,
las infestaciones iban acompañadas de niveles elevados de
inmunoglol,ulinas en la mucosa del abonase, siendo las Igo
posiblemente de precedencia sérica y las IgA, de producción
local. Sin embargo, el mismo autor, en corderos inoculados con
antígeno de L—4 del parásito nc halló ninguna elevación de las
IgA gástricas, aunque si de las IgG (Smith, 1977a> . Al año
siguiente, Smith y Christie (1978>, en inmunizaciones ovinas con
larvas irradiadas de H.contortus observaron que la resistencia de
los animales a las reinfestaciones estuvo asociada con niveles
elevados de IgA e IgG en la mucosa gástrica. Este papel de las
IgA en la protección fue comprobado asimismo por Duncan y col.
<1978) al hallarse niveles elevados en individuos reactivos, tras
una inmunización, y no observar estas elevaciones en corderos de
2 meses de edad, no reactivos.
Sin embargo, Smith y Angus (1980) con un diseño
experimental similar, en corderos y ovejas, hallaron elevaciones
notables de IgA en la mucosa del cuajar, significativamente
mayores que los obtenidos en animales no inmunizados, aunque
existieron grandes variaciones individuales, sin que se obtuviese
una evidencia directa de que sus elevaciones y las de la IgG de
la mucosa gástrica estuviesen asociadas con la protección, al
menos según se estimé mediante recuento de vermes en abonaso,
tras el sacrificio. De hecho, los niveles más elevados de IgG e
IgA en mucus fueron observados en los individuos que fueron
sometidos a una inyección intramuscular de 1 mg de antígeno
larvario en adyuvante completo de Freund. Resultados similares
han sido obtenidos por - Wedrychcvicz y col. (1984a> en
inmunizaciones de ganado ovino frente a I-T.contortus y parecen
descartar el papel de este isotipo (IgA> en la protección frente
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a Haemonchus en las reinfestaciones o en los fenómenos de
llexclusión inmunitaria” en ovejas hiperinmunizadas, tal y como
había sido propuesto, entre otros factores <hiperpíasia de la
mucosa, hipersecreción de mucus) por Miller y col. (1983>.
A pesar de esta falta de correlación entre la protección y
la presencia de inmunoglobulunas en la mucósa, particularmente
IgA , también observada más recientemente por Charley-Poulain y
ccl. <1984>; Zajac y col. (1990); Kassai y col. <1990> en
infestaciones experimentales con el nematodo gástrico, las
inmunoglobulinas de la mucosa gástrica están, en general,
asociadas a la presencia de infestaciones parasitarias. Además de
las indicadas en las lineas precedentes, existen evidencias de
que en otros sistemas parásito—hospedador, la presencia de
helmintos gastrointestinales provoca respuestas de
inmunoglobulinas. Así, en las ostertagiosis experimentales ovinas
(por Te.circumcincta), los niveles de IgA y de células
productoras de Igl estaban estrechamente correlacionados con la
exposición constante al estimulo antigénico <L—3> , cesando su
producción al finalizar la administración de L—3 <Smith y col.,
1987> . Resultados similares han sido obtenidos en infestaciones
con Ninoostronctvlus kr~fliSnsi.2 por Sinski y Holmes (1917) y
Wedrychovicz y col. <1984b>, en infestaciones ovinas con
Oesouhacostomum £~InLámm (Dobson, 1966> y sugerido por
Gasbarre y Canals <1989>, en ganado vacuno, con 0.radiatum
.
Un aspecto notable ha sido la aparento falta de correlación
entre los niveles séricos y de la mucosa (xi~tnmn y Byszewska
- Szpocinska y stankiewicz, 1985> . Además de inducir a pensar en
su posible papel protector, sugiere la existencia de un
transporte selectivo de IgA, o bien su producción local. Existen
evidenc4as de la existencia de transporte en dependencia de
componentes secretores de las moléculas - de Igl <Soicohitano y
ccl., 1984; Sheldúake y col., 1984> en algl4nas circunstanciaa,
aunque probablemente las Igl son, fundamentalmente de producción
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local <Husband y col., 1979> y ello podría explicar la falta de
correlación entre los niveles de inmunoglobulinas séricas y de la
mucosa, tanto en las hemoncosis (Charley—Poulain y col., 1984;
Byszewska — Szpocinska y Stankiewicz, 1985> como en otros
sistemas parásito-hospedador <Sinski y Holmes, 1917; Williams y
Burden, 1987).
1, 4 • 3. b • 1. Coproanticuerpos
Dado el elevado precio de los animales de experimentación,
así como otras razones, se ha intentado la estimación de
anticuerpos en las heces (“coproanticuerpos”> como una medida
indirecta de la respuesta local en el tracto gastrointestinal.
Dichas estimaciones se han llevado a cabo tanto en algunas
protozcosis (Williams y Burden, 1987>, infestaciones por
N.brasiliensis en rata <Wedrychowicz y ccl., 1983, 1985>,
infestaciones por r.colubriforrnis (Maclean y col., 1986> como en
henoncosis ovina (Wedrychowicz y col., 1984a).
Mediante un estudio comparativo de los niveles de
anticuerpos hemaglutinantes en distintos compartimentos orgánicos
- (suero, mucosa intestinal y heces), Wedrychowicz y col. (19á3>
observaron que en ratas infestadas con N.brasiliensis, la
estimación de coproanticuerpos constituía una buena medida de la
respuesta local en la mucosa entérica, con un modelo diferent~
del hallado en suero, Aparentemente estas diferencias, además de
por el posible transporte desde el suero a la mucosa, por la
estimulación patotópica de ésta, quizás estuviera relacionado con
los diferentes mecanismos efectores sistémicos y locales. En
pruebas vacunales con larvas irradiadas y no irradiadas de
T.colubriformis, Maclean y ccl. (1986> mostraron que los niveles
de anticuerpos específicos en heces reflejaban los valores de
anticuerpos en el contenido intestinal y por ello podrían ser
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empleados en dichas infestaciones como un indice sensible.
Los únicos resultados obtenidos en la hemoncosis, con
estudios comparativos de anticuerpos en la mucosa y en las
deyecciones han sido obtenidos por Wedrychowicz y col. <1984a>.
Desgraciadamente sus resultados no fueron concluyentes. Ni los
niveles de Igo e IgM totales en heces fueron superiores a los
hallados en los testigos mo infestados. No existieron diferencias
en los niveles de anticuerpos hemaglutinantes en las vacunadas y
testigos y los niveles de IgA fecales anti—liésngn9krn fueron
dependientes do los planos de alimentación. Por ello constituye
un campo abierto a la investigación.
1.4.4. Vacunación -
Se han llevado a cabo numerosos estudios con el objeto de
provocar respuestas unnunitarias protectoras en el ganado ovino
frente a las infestaciones por Ib.n9n~ttnA e implicando tanto
infestaciones con L—3 viables, L—3 atenuadas, extractos
antigénicos- y antígenos individuales (ver Emery y Wagland, 1991>,
Entre las pruebas de infestaciones con larvas unfestantes y
reinfestacionee (“ohallenges”> , además de las pruebas tendentes
a estudiar la dependencia de la resistencia de la edad del ganado
ovino <yi~..Qinnrn) podríamos citar a Smith (1977b) , quien
mediante dosis repetidas de H.contortus en corderos de 6 meses
de edad no logró ninguna protección. De una forma general, es
posible conseguir inmunizaciones tras prinounfestaciones con el
parásito en individuos ovinos adultos, pero no en corderos
<Manten y col,, 1962; Urquhart y col., 1966; Knight y Rodgers,
1974; Charley—Poulain y col,, 1984 ¡ Kassai y ccl,, 1990; Abbot y
Holmes, 1990 > salvo en e). caso de corderos precoces <Rcmanov,
Florida> (Berezhko y ccl., 1987> Neilson y Van de valle, 1987;
40
Zajac y col., 1990).
De una forma similar, los niveles de protección logrados
mediante el empleo de 1-3 irradiadas de H.contortus ha dependido
dramáticamente de la edad de los hospedadores, dosis
iminunizantes y el sistema de irradiación de las 1—3.
En efecto, al menos son necesarias 2 dosis de L—3
irradiadas (40 Xrad> para lograr un grado consistente de
inmunidad protectora frente a las reunfestaciones, siendo las
dosis de radiación más elevadas <p.e, 60 Krad> incapaces al haber
perdido las 1—3 su poder innunógeno (Sivanathan y col., 1984)
Smith y Christie <1978) lograron, tras dos dosificaciones
de L—3, una adecuada protección en ovejas de más de 7 meses y
Duncan y colaboradores, cm el misno año, consiguieron una buena
inmunización con larvas tratadas similarmente en ovejas de 1 año
de edad y no pudieron lograrlo en corderos de 60 días de vida
<Duncan y ccl., 1978). Hallazgos comparables fueron obtenidos por
Smith y Angus <1980>, tras la vacunación de ovejas adultas con 2
dosis de L—3 irradiadas. El mismo tratamiento, sin embargo, en
corderos de 2 meses de edad, no provocó protección alguna, ni
siquiera cuando simultáneamente se administraba —parenteralmente—
a los corderos una mezcla antigénica y adyuvamte.
Los intentos de inmunización con extractos antigénicos de
&~Qnt2¡ZM! han dado lugar a resultados similares a los obtenidos
en las pruebas de vacunación anteriores. Han dependido de la edad
de los corderos (Smith, 1977a Yfl!3~ Neilson y Van de Walle,
-1987; Adams, 1989>, de la procedencia de los extractos
antigénicos empleados (L—3, 1—4, adultos> y del tipo de
antígenos administrados <extractos totales, antígenos somáticos,
metabólicos, de secreción/excreción, purificados>, vía de
administración y presencia o ausencia de coadyuvantes.
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Aunque, en general, las L—3 son consideradas habitualmente
más antigénicas <pe. charley—Poulaim y ccl., 1984>, smith
(1977a> no fue capaz de provocar una respuesta protectora en
corderos de 6 meses de edad con un extracto soluble de L—3 y L—4
más adyuvante de Freund. Más recientemente, Adame (1989> logró
una buena protección empleando como inmunizante un sonícado
completo de adultos de Ls2ntnrtn, protección no lograda cuando
se empleó una cantidad equivalente del sonicado total de larvas
del parásito.
Una posible razón para explicar algunos de los fallos
vacunales podría ser el empleo de algunos adyuvantes. Adamis
(1989) obtuvo sus mejores resultados sin coadyuvante y, de
hecho, los ensayos realizados con coadyuvante mostraron un
incremento de la receptividad a las infestaciones por el nematodo
gástrico. Habría que señalar que resultados similares fueron
obtenidos en infestaciones en cobayas con T.oolubrifornis, La
adición, en este modelo, de adyuvante de Freund (completo o
incompleto) a una inyección subcutánea no incrementó la capacidad
inmunizante de los homogeneizados de vermes, lo que podría
indicar que los materiales somáticos de los helmintos poseen, al
menos, sustancias funcionalmente equivalentes a los coadyuvantes
(Rothwell y Love, 1914>.
A pesar de estos resultados de protección, superiores al 80%
en corderos de más de 6 meses de edad, mediante irradiación, en
las reinfestaciones homálogas <L.~~ntnfln) y entre un 30—40* en
las heterólogas (‘P.colubriforwis> <Smith y Angus, 1980; Adamis Sr
col., 1989>, las elevadas dosis necesarias <~. 20000 L—3 de
LQntnflnn / animal> hicieron poco práctica esta aproximación.
Por otra parte, los problemas. surgidos con los coadyuvantes y la
posibilidad de interferencia entre los antígenos inmunógenos y
los no innunógenos en los extractos totales, señalaron la
necesidad de emplear en los ensayos vacumales mezclas antigénicas
más definidas: fraccionamiento de mezclas antigénicas complejas,
1
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identificación de inmunógemos ~ aislamiento de antígenos
específicos y/o aislamiento de enzimas específicos (Emery y
Wagland, 1991).
Entre los experimentos iniciales, dado el importante papel
desempeñado por los antígenos de secreción/excreción <Capron y
Dessaint, 1988>, debe reseñarse el estudio llevado a cabo por
meilson (1975> con antígenos metabólicos producidos i.n.....xÁtm.
durante la transformación de L—3 a L-4, aunque sin valor
protector alguno, probablemente por la existencia simultánea de
antígenos funcionales y no funcionales que podrían bloquear o
interferir con la inducción de la respuesta protectora en el
ganado ovino, posibilidad ésta señalada por Lightowlérs y Pickard
(1988> cuando se empleaban cultivos de larvas In.....xÁtx.s como
fuente de antígenos metabólicos. En un ensayo experimental en
corderos de Florida Native <reactivos>, se han logrado, sin
embargo, niveles parciales de- protección frente a H9ntnfl3m
empleando algunas fracciones - antigénicas de alto y bajo peso -
molecular <Neilson y Van de Walle, 1987> así como utilizando una
fracción de adultos de l.~nt~tnn enriquecida en
<Hunn y col,, 1987) y una cierta reducción en la fertilidad de
los vermes en abonase mediante una mezcla de fluido de
desenvaunamiento de L—3 (Boisvenue - y col., 1987>. Jasmer y
t4ccuire <1991) lograron una protección del 65% (cabritos) al 80%
(cabras> con un extracto de antígenos del tubo digestivo de
adultos de Ks2ntnrtn.
Aunque los ensayos de vacunación de ganado ovino con
colágeno parasitario no provocaron ninguna protección- (Boisvenue
y col., 1991>, se han obtenido resultados espectaculares más
recientemente con los antígenos HílOD y H4BD de adultos de
l{.contortus, con porcentajes de protección para HílOD del 904
respecto a la implantación de vermes y disminuciones del 94% en
la eliminación fecal de huevos <Smith y Munn, 1990; ver Enery y
Wagland, 1991>.
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1.4.5. Diagnóstico inmunológico
La caracterización antigénica de las especies parásitas de
interés y, en particular, de nematodos tiene gran importancia
por sus implicaciones diagnósticas, inmunoprofilácticas e
inmunomoduladoras (Parkhouse y col,, 1987), de modo especial
después del establecimiento de nuevas tecnologías que podrían
poner a nuestra disposición sistemas sencillos para obtener
péptidos antigénicos de valor similar a los obtenidos a partir de
los propios vermes parásitos (Miller, 1986; Sirnpson, 1986, entre
otros>.
Dichas investigaciones, llevadas a cabo mediante diferentes
tecnologías y aproximaciones, se han realizado tanto con
antígenos somáticos, de superficie y de secreción/excreción (ver
Lightowlers y Rickard, 1988; Capron y Dessaint, 1988>, Em el caso
de li.annt9tnam se han llevado a cabo caracterizaciones de una
forma similar desde hace algún tiempo (Neilson, 1969; Ozerol y
Silverman, 1969, 1970; Neilson, 1975> y más recientemente se ha
procedido a una caracterización más exhaustiva mediante
tecnologías más sensibles <Ccx y col., 1989; Shamansky y col,,
1989; entre otros>. Además del estudio de los antígenos de
LsnnZnrtn utilizables, se ha intentado la determinación de
constituyentes parasitarios circulantes en sus hospedadores, pero
hasta donde se conoce tales antígenos o no existen (Petit y
col,, l~8l> o se hallan en concentraciones tan bajas que hasta
ahora no han sido señalados.
La caracterización de il.n9nt~rfla se ha llevado a cabo,
teniendo en cuenta los variables resultados obtenidos en pruebas
de protección <yIflmmn y Smith y Christie, 1978; Charley—
Poulain y col,, 1s84; Adams, 1989), con L—3, L—4, adultpsy$”
antígenos de secreción / excreción. / a • .
A
‘a4
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Los primeros estudios fueron llevados a cabo por Neilson
(1969) mediante fraccionamientos (Sephadex G—50, G—l00 y G—200>,
del extracto somático de larvas y productos de excreción y
secreción de llL9~flt9fl~ y posterior disco electroforesis con
las fracciones obtenidas. Mediante estos procedimientos de
separación, halló diferencias cuantitativas y cualitativas entre
ambas fuentes proteicas, por lo que seria esperable que también
existiesen diferencias antigénicas.
Las caracterizaciones llevadas a cabo por Ozerol y Silverman
(1969, 1970> mediante cromatografía <G—200>, electroforesis en
acrilamida y espectros de infrarrojo de líquidos de muda de las
fases larvarias histotropas, mostraron la existencia de dos picos
en cada fuente proteica (L—3, L—4) , estando restringida la
actividad serológica al primer componente metabólico y parecía
estar relacionado con la protección. Por fraccionamiento en
Bio—Gel <A—l.5 m), la mayoría de los productos metabólicos de
L-3 y L—4 mostraron modelos idénticos de separación, con peso
molecular (PM> de 650, 240 y 35 kilodaltons <Efla> . La
electroforesis posterior seftaló que- cada una de las fracciones
contenía entre 2 y 6 bandas, siendo la glicina el aminoácido más
abundante. Los estudios de Neilson (1975) abundaron en el estudio
de los antígenos de muda (L-3 a 1—4> aunque localizaron tanto
componentes funcionales, como no funcionales, que podrían
bloquear o interferir con la respuesta.
Tras estos primeros estudios, y al contrario que con otros
Trichostrongyloidea (ver p.c. wedrychowicz y Bezubik, 1981;
Wedrychowicz, 1986; Wedrychowicz y col., 1986: en
Te.circumoincta; O’Donnell y col,, 1985; Milner y Mack, 1988: en
T.colubriformis; Keith y col., 1990: en O.ostertaoi y
Te.circumcincta), los estudios sobre los componentes proteicos de
H.contortus, independientemente de su poder antigénico fueron
relativamente escasos y sólo a partir de finales de los ochenta
se han iniciado dichos trabajos. Cabe señalar, sin embargo, la
45
contribución de Clarke y Síccombe <1984> sobre el liquido de muda
y extractos somáticos de L—3 y hembras del parásito.
Se han seguido, en general, dos lineas de estudio: proteínas
cuticulares y componentes relacionados con las mudas, Sólo
recientemente se han llevado a cabo otros estudios, como la
caracterización molecular de la tubulina, diana de los
benzimidizales frente a H.contortus, y que parece tener un PM
algo superior a 42 koa <Lubega y Prichard, 1999),.
cambIe y col. (1989) obtuvieron una proteasa de 44 ¡<Da (p44)
relacionada según dichos autores con la muda de la larva
infestante de lls9nt9flMi, que regulaba o era la llave del
desarrollo del ciclo de los Trichostrongylidae de rumiantes. Esta
proteasa seria una zino—metaloproteasa de PM 44 kDa que
permitiría la digestión de la porción anterior de la 24 cutícula
de la L—3 del helminto y los sustratos parecían ser 3 moléculas
proteicas de PM estimados en 160, 120 y 105 kDa, de solubilidades
decrecientes. Por el contrario, los demás componentes de la
cutícula no se solubilizaban y requerían, para su extracción, la
presencia de agentes reductores y detergentes. Los productos de
degradación oscilaron entre los 30 y 60 kDa (Gamble y col.,
1990>. Además de esta metaloproteasa (p44), mediante técnicas
histoquimicas, se ha demostrado la existencia de glucoproteinas
ya presentes en las L—3 antes de desenvainarse, de función
presumiblemente lubricante, de PM diferente a la p44 <Bird,
1990>.
A pesar del interés básico de estos estudios de
caracterización proteica de fl 9n~fl~¿J, su poder inmunizante en
ganado ovino no ha sido estudiado. Además, aunque este punto
podría constituir una diana potencial en tricostrongilidos,
probablemente la respuesta inmune del hospedador no fuese-
efectiva, ya que el lugar de secreción y acción de estas enzimas
<espacio intracuticular> era inaccesible para los anticuerpos -
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del hospedador o para las células inmunes efectoras, era de vida
media corta y el proceso se completaba antes de que el yerme
llegase al abomaso <Gamble y col., 1989>.
Un aspecto interesante serian las posibles diferencias en la
expresión de proteínas y, consiguientemente, las diferencias
antigémicas presentes en los distintos estadios de desarrollo del
nematodo <Parkhouse y col., 1987), especialmente temiendo en
cuenta las distintas antigenicidades señaladas en Lsm2tnrtn, por
los diferentes autores (ver Smith y Christie, 1978 flUfln Adams,
1989).
Se han hallado en ff 9nLprfl~ diferencias en las proteínas
marcadas con yodo radiactivo en L—3 desenvainadas, L—4 y las
cutículas de adultos, evidenciadas por las incubaciones frente a
antisuero obtenido en conejo, responsabilizando a esta variación
antigénica de estadio del curso de las infestaciones primarias y
la resistencia tras las reinfestaciones en individuos reactivos.
De todas las proteínas de superficie observadas, las de 24 y 36
¡<Da de la L—3 fueron las que estaban más débilmente asociadas a
la cutícula <Cox y col.,1989; 1990),). El tratamiento con dodecil
sulfato sódico (sos>, mercaptoetancí, colagenasa, provocaba la
aparición de patrones muy complejos de proteínas solubilizadas.
Sin embargo, existen evidencias de la similitud de las
cutículas de nematodos <Fetterer y Urban, 1988; Fetterer, 1989>
y se ha sugerido que las proteínas cuticulares analizadas
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con SOS (SOS—
PAcE) de H.gg n~am eran similares, tanto en fases larvarias
como parásitas, al menos cualitativamente a otras especies de
nematodo. ~ ~ Caenorhabditis elecans y lfUai.49gyn~
In~nsnjSa> y que las diferencias de las proteínas, tanto
cuantitativas como cualitativas, especificas de los estadios de
~nt2¡tM1, podían constituir un suceso común en el desarrollo
de los nematodos. Aunque esta similitud podría constituir una
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buena aproximación (teórica> con fines innunoprofilácticos,
supone una seria limitación en el estudio de la respuesta
específica.
Gran parte de estos estudios se han realizado asumiendo que
las respuestas obtenidas en modelos experimentales eran
comparables a las halladas en los hospedadores naturales. Así,
O’ponnell y col. (1985), en ganado ovino (primoinfestados,
vacunados, reinfestados> y en infestaciones en cobayas
(resistentes y parcialmente resistentes>, no hallaron diferentes
patrones de reconocimiento antigénico, mediante Westerm blots
(inmunodetección> . Estos autores fueron incapaces de reconocer a
los posibles antígenos implicados en la respuesta inmunitaria
protectora, quizás por un mayor papel de la inmunidad celular,
papel más relevante de las inmunoglobulinas de isotipo no IgG
<IgM, IgA> o escaso poder inmunógeno de los antígenos protectores
y por ello difícilmente reconocibles. En esta línea, Dopheide y
col. (1991>, mediante el uso de antisueros de cobayos, aislaron
y caracterizaron molecularmente una proteína de 11 ¡<Da, cuya
expresión estaba regulada por mAnn en L—4 y adultos, de extracto
soluble de T.colubriformis, la cual mostraba una fuerte acción
protectora.
No obstante, en las infestaciones por II ~zÉnxflj.n, Adamis
(1990> en ratones inmunodeprimidos (dexametazona, ciolosporina o
con cimetidina> infestados con el nematodo, aunque obtuvo
desarrollos similares a los hallados en ganado ovino, las
pruebas de doble innunodifusión mostraron lineas de precipitación
distintas con los sueros de las ovejas y de los ratones, frente a
extracto soluble de adultos de L.~fln~flfl; lo que sugería que
el sistema inmune del ratón y de la oveja reconocían diferentes
antígenos del parásito.
A pesar de las ventajas de los inmunodiagnósticos en las
tricostrongilidosis y el valor de los sistemas de detección de
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anticuerpos, por la gran variedad de antígenos utilizables y su
fácil metódica, no han sido muy abundantes los estudios llevados
a cabo y además, han producido resultados dispares. En las
ostertagiosis de terneros <2 2tt~flnat> , los - títulos seriados
<ELISA) de IqG, IgA e IgM, han sido demasiado bajos para ser
utilizables en el diagnóstico <Ríesius y col., 1986>. Entre las
posibles razones para esta falta de sensibilidad, ya observada en
otros modelos (Charley—Poulaim y col., 1984>, se ha señalado la
complejidad antigénica de los extractos empleados. Sin embargo,
el estudio mediante inmunodetección de los antígenos de L—3 y
adultos de Te.circumcincta permitió observar que el ganado ovino
resistente reconocía a partir del día 32 p.i., un único antígeno
soluble de 31 )cDa (McGillivery y col., 1989>.
La exploración de antígenos de valor diagnóstico en el
suero de ganado infestado con li~2nS9r~ws no ha permitido
observar su existencia <Petit y col., 1981>, por lo que los
escasos estudios de caracterización antigénica se han dedicado a
la determinación de estos antígenos por el reconocimiento de los
sueros de individuos infestados. Hasta donde sabemos la
información ha sido obtenida en animales reactivos (Haig y col.,
1989> y en animales inmunizados (Hendrikx, 1990)
Mediante inmunodetección, Haig y col. <1989) identificaron
algunos antígenos inmunodominantes de la -larva infestante de
ILg2nL2t~a.ft, cuyos PM eran 15—18, 25—29, 70—80 y >100 RDa. Por su
parte, Hendrikx <1990>, además de una elevada antigenicidad cru-
zada con otros helmintos en las regiones de PM elevado, observó
- que la mayor reactividad en las mezclas séricas se hallaba entre
20 y 40 lea, en condiciones desnaturalizantes y reductoras.
Desgraciadamente, la mayoría de las infestaciones por
tricostrongilidos, en condiciones naturales, son
pluriespecificas. Existen evidencias de inmunidad -cruzada entre
linfl3~j y -otros nematodos gastrointestinales ovinos (vide
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mmr.n y Blanchard y Wescott, 1985; Adams y col., 1989>;
antigenicidad cruzada <Charley y col., 1981; Anderson y col.,
1989; Shanansky y col., 1989; Gamble y col,, 1990); los estudios
analíticos (SOS—PACE, 2DE> de T.colubriformis y Te.circumcsncta
han demostrado una elevada homología proteica (Milner y col.,
1987) ; y la caracterización antigénica ha permitido incluso, en
ocasiones, el hallazgo de antígenos compartidos entre Q.sfl~fl~gI
y ~~sI&Iisn mnnnn (Cresa y col,, 1988>.
En el caso de LQjft9r~a~, Anderson y col. <1989),
utilizando un heterohibridoma <clase IgG2, frente a
Te.ciroumcincta en ovejas), observaron que tanto con los
antígenos solubles de 1r3 del parásito, como con los de L—3 y
adultos de L.~mxtnrtn, el heterohibridoma reconocía mediante
Westerm blot, una banda proteica de PM estimado de 40 KDa.
Cox y col. <1990a) mediante un antisuero de conejo (frente a
un péptido de 18 aa de longitud de secuencia, carbono terminal de
la proteína de colágeno de ILn9nX.9flnn que era sintetizada y
acoplada a una proteína portadora> y mediante Western blota,
demostraron el reconocimiento de una banda > 68 RDa ampliamente
distribuida dentro del Phylum Nematoda. Estas similitudes
antigénicas, también observadas por Hendrflcx (1990) podrían
relacionarse con el estrecha parentesco de algunos nematodos
gastrointestinales (Boh y col,, 1989) así como con la existencia
de componentes muy conservados (Shamansky y col,, 1989>.
En efecto, los estudios mediante endonucleasas de
restricción con Eco Rl del ADN de 114spntaxnan, r.colubrieormls y
Th.c
4rcumoincta mostraron fuertes homologías — además de las
diferencias— con bandas de 2,7 y 1,4 kpb tanto en L—3 como en
adultos de los nematodos <Beh y col., 1989> e incluso se ha
observado una gran homología entre los genes que codifican el
colágeno de Caenorhabditis íh~nnn y L.nnntn.rfla (Shamansky y
col,, 1989; Cox y col., 1990a>.
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2. MATERIAL Y METODOS
2.1. MATERIAL
2.1.1. Material biológico
2.l.l.a. Corderos
2,i.l.a.l.. Infestaciones con Knnt9rflm
En el estudio de la respuesta inmunitaria del ganado ovino
a las infestaciones por U flu se emplearon corderos de raza
manchega, suministrados por Industrias Agropecuarias VISAN,
Madrid. A la llegada a nuestras instalaciones la edad de los
animales era de cuatro a seis semanas y sus pesos oscilabam entre
11 y 14 1<9. cuando los animales fueron instalados en los
establos del Departamento de Patología Animal 1, se efectuaron
análisis coprológicos individuales a fin de conocer las posibles
infecciones/infestaciones parasitarias presentes en ellos.
Los análisis coprológicos mostraron una infección por
EilrIitiA spp. con valores entre 450 y 240.000 ooquistes/gr de
heces y la presencia de una infestación, en algunos animales, por
~x~ngfl9i~fl con una eliminación fecal máxima, en un individuo,
de 400 huevos/gr. En ningún caso se observaron huevos de
tricostrongiloideos. Los corderos fueron tratados con Aieprolium
(100 mg/Mg) y Tiabendazol <88 mg/Kg p.v.}. -
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2.1.l.a,2. Donadores
Como donadores se utilizaron 9 animales, 8 de ellos de raza
manchega
El animal número í (cuernos) Se encontraba infestado
experimrnitalfi~entO con lLsmitnttfln. bicho animal había sido
infestado con 7000 L—3 de esta especie a los 5 meses de edad y
permaneció en nuestras instalaciones 10 meses más.
Cuatro corderos manchegos <animales n9 70, 71, 69 y sc>
fueron adquiridos en una explotación de Noez (Toledo) cuando
tenían alrededor de 4 semanas. Los análisis coprológicos
efectuados revelaron la presencia de una infección por coccidios
que se controlé con Amprolio <100 mg/Kg) . Los animales se
mantuvieron en nuestras instalaciones hasta los tres meses de
edad en condiciones que excluían las infestaciones por
Trichostrongyloidea.
El otro grupo de donadores, de raza manchega (animales O,
G, e y 5) nacieron en nuestras instalaciones. Los animales se
mantuvieron con alimentación materna y fueron tratados, al igual
que el lote anterior, con Amprolio a la dosis indicada.
2.l,l.b. Conejos
Los conejos (H y 8> (New Zealand 2< California gigante
blanco> de dos meses de edad, procedían de la Escuela de
Ingenieros Agrónomos (Universidad Politécnica de Madrid>,
Mientras permanecieron en nuestras instalaciones fueron
alimentados con pienso comercial y agua a4...fl~LZwn•
r4
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2.l.1.c. Parásitos
Se han empleado en nuestra experimentación L—3 y Adultos de
ffn~mmilmi n.2nLQfln, así como L—3 de ~UA~nraaflIA circumcincta
,
Trichostromovius colubriformis y Nematodirus battus
.
Las larvas infestantes, fueron, en principio, cedidas por el
Departamento de Patología Animal 1, que habían sido obtenidas
originalmente -de Merck Sharp and Dohme, España, con el fin de
poder infestar nuestros propios donadores; sin embargo debido al
excesivo almacenamiento de las larvas de Te.ciroumcincta, éstas
perdieron su capacidad infestante, por lo que solicitamos al
Laboratorio Agropecuario de Zaragoza <ITEA) un nuevo aislado de
dicha especie, que fue cedido por el Dr. 3. uriarte.
-Los adultos de fl~fl¿~ fueron obtenidos a partir de
infestaciones experimentales realizadas en las instalaciones de
Merck Sharp and Dohne, España.
2.1.2. Material de laboratorio
2.1.2.a. Material general
— Recipientes plásticos de polietileno
— Cristalizadores de vidrio de 14 cm de diámetro
— Copas de sedimentación de 1000 ml
— Cubetas para tincián
— Chupetes de látex
— Duquesas de plástico de 1000 ml
— Espátulas
— Esponjas (Trans—Blot)
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— Gradillas metálicas en “z” para tubos y eppendorf
— Guantes de plástico y de látex de un solo uso
- Homogeneizador de vidrio de 7 ml (Pobel)
- Morteros de porcelana
- Papel de filtro
— Pipetas de 1,5 y 10 ml
— Pipetas Pasteur de 150 y 230 mm de longitud
- Placas de Petrí de 9 cm de diámetro
— Portaobjetos y cubreobjetos
- Probetas de 50, 100 y 1000 nl de capacidad
- Punzones
- Sacabocados
— Tijeras y pinzas
— Tubos eppendorf de 1,5 ml
- Tubos de vidrio y de poliestireno de 10 ml para centrífuga
2,l.2.b. Material para análisis coprológicos
- Aparato Baermann
- Bolsas de recogida de heces
- Cámaras de McMaster
- Jaulas metabólicas
- Mallas metálicas de 500, 150 y 50 pm de luz
2,l,2,o. Material para hematología
- Agujas cono Luer (7 X 30 mm> y <~ X 23 mm> (Becton
Dick inson>
- Capilares de vidrio de 70 2< 1 mm
- Jeringas de un solo uso de 10 ml (acoten Dickinson)
— Membrana de transferencia Inmobilon —P (Millipore>
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— Pipetas automáticas, 220, P200 y PlocO (Gilson)
- Pipetas multicanal de 50 y de 250 pl (Gilson>
- Placas de microtitulación de poliestireno de fondo plano
(Huno>
2.l.2,d, Reactivos generales
— AO. Acético glacial (Probus)
— Ac. Cítrico (Panreac>
— Ac. Clorhídrico (Probus)
— Ac. Etilenodianinotetraacético (Sigma)
— Ac. Fosfórico <Merck)
— Acrilamida 99 % de pureza (Merck,
(TOZ)
— Agarosa (Sigma)
- Agua oxigenada (Foret>
— Albúmina sérica bovina (Sigma)
— Azida sódica (Scharlau>
— Azul de Coomassie G 250 (Merck>
— Azul de Coomassie R 250 <Merck>
— Bicarbonato sódico <Probus)
— Carbonato sódico anhidro (Probus>
— Cloruro potásico (Merck)
— Clorure sódico (Probus>
— Deoxicolato sódico <Sigma)
- Dietil Barbiturato sódico
— Dioxamo <Analar) -
— Dodecil sulfato sódico (Merck, Sigma)
— Etanol (Probus, Merck>
— Fenil metasulfonil fluoruro (Merck>
— Fosfato disódico (Panreac)
— Fosfato potásico (Panreac)
— Glicerina <Probus, Merck>
Sigma) y 95 % de pureza
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— alicina (Panreao, Boehringer>
- Hidróxido sódico (Panreac)
- loduro potásico (Probus>
— Leche en polvo (Molico Sveltesse, Nestlé)
- Marcadores de bajo peso molecular (Pharmacia>
- 2 — MercaptOOtftnOl (Merck)
- Hetanol <Panreac, Merck>
- N .. >letil bis(acrilamida> (Merck>
— Negro asido <Merck>
persulfato amónico (Probus, Merck>
- Sacarosa (Panreac>
- Sulfato cúprico
- Sulfato sódico
- Tartrato sódico potásico <Probus>
— ah,
3, I,51,5t ‘1’etrabromofenol sultonftalelna (Sigma>
- N,N,N’,N — Tetrametiletileno diamina (Merck>
- Tris (hidroximetil> —aminonetano (Merck>
- Tween 20 (Merck>
2.1.2.0. Reactivos para serología
— AcUlo 2,2~Azinobis(3~etilbenzotiaZOlinBulfóniCo>
(Boebringer>
- 4-Cloro—l-NaftOl (Dio-Red>
— 1,4 P— Nitrofenil fosfato
- Antí—Igo do oveja obtenida en conejo marcada con
fosfatase alcalina (lot. M3932 Bio—Rad)
- Anti’-IgG de oveja obtenida en conejo marcada con
peroxidasa de rábano picante (lot. >15395 Bio—flad>
- Antí—Igo de oveja obtenida en conejo marcada con
peroxidasa de rábano picante <lot. M4501 Dio-Red>
- Antí—Iqo de oveja obtenida en asno marcada con
peroxidasa de rábano picante (lot.l8?—8860 y lot. 4011—8826
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Sigma>
— Anti—IgG de conejo obtenida en cabra marcada con
peroxidasa de rábano picante (70516 Bio—Rad)
— Antí— IgA de oveja obtenida en cerdo (lot.2491 Moredun
Research Institute, Edinburgh)
— Amti—IgM de oveja obtenida en conejo <Nordio>
— Anti—IgG de cerdo obtenida en conejo marcada con
peroxidasa de rábano picante <lot. 20H8920 Sigma>
2.l.2.f. Equipamiento
— Agitadores orbitales <BBS y Heidolph Reax 2000>
— Agitadores magnéticos (A—OB—SM y Agimatio Selecta)
— Balanza analítica monoplato (PE2000 Mettler)
— Balanza de precisión (H43 Mettler)
— flaI¶o termostatado <Mcd. Unitronio 320 OR, Selecta)
— Bomba de vacio
— Centrífuga preparativa refrigerada (Beckmam J21> con rotor
3A20
- Centrifugas de mesa (Heraeus Mcd. Combifuge; Selecta Mod.
Centronio y Orto Mcd. Tornax>
— Centrífuga para microhematocrito (Cricel Mod.6l>
— Colorímetro Bpectronic 20 <Bausch & Lomb)
— Cubetas de electroforesis verticales de 12,5— 12,5 y de
20—20 cm; así como separadores de 1 mm (Lagoplast>
— Cubeta Trans—Blot Cdl, con cartucho de transferencia y
serpentín n’ 170 3911 (Bio—Rad>
— Escala para la lectura de microhematocrito <Gricel>
— Espectrofotómetro Hitachi 4—1100 (Vis—UV>
— Estufa de cultivos (Selecta Mcd. 210>
— Fuente de alimentación de electroforesis (EC—Apparatus
Corporation, Mcd. Ea—lOS)
— Fuente para transferencia Trans—blot de voltaje constante
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(Mod.200/2.O Bioflad>
— Letor de ELISA (EAR 400>
— Lector de tiras de acetato de celulosa <Atom>
- Microscopio (Leitz Wetzlar mcd. HN—LIJ2< a>
2,2. METODOS
2.2.1. Mantenimiento de los animales
2.2.l.a. Alimentación y alojamiento
a) El animal nQ 1 (cuernos> fue cedido para nuestro experimento
siendo un animal adulto y su alimentación consistió en pienso
para oveja, heno de alfalfa y agua ~. ii2t~hIl. En el establo la
paja era cambiada dos veces por semana, impidiéndose las posibles
reinfestaciones. Sus heces eran recogidas mediante una bolsa que
se sujetaba a la parte posterior del animal, por medio de
arneses.
- b> Todos los corderos utilizados en nuestro trabajo, cuando
llegaron a nuestras instalaciones ya hablan sido destetados; se
les permitió su adaptación a los establos así como a La nueva
alimentación. Se mantuvieron en observación reelizándoles los
análisis coprológicos pertinentes para determinar la carga
parasitaria existente, al mismo tiempo que se comprobó la
validez de dichos animales para nuestros experimentos, al no
aparecer en sus heces huevos de tricostrongiloideos.
Los establos fueron desinfectados con Zotal (E), tanto
suelos como paredes. Durante el invierno se introdujeron en los
establos, radiadores, que permitían alcanzar una temperatura no
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inferior a los 18 SC. Los animales dispusieron de yacija de paja
en el suelo, para su mejor aislamiento, Dispusieron de agua ~
1ikIk~rn. La cantidad inicial de pienso fue 100 g de pienso de
destete por animal/día; en tres días aumentamos la cantidad a 250
g/animal y una semana después ya disponían de 300 g/animal. un
mes después de la llegada de los animales se cambió el tipo de
pienso (pienso de hasta 3 meses de edad) , 500 g/amimaí;
posteriormente recibieron pienso de cebo, el cual fue suprimido
durante el verano. Aproximadamente al año de edad, se les
aduinistró pienso de ovejas. Los anisales dispusieron de heno de
alfalfa libremente. Una semana antes de cada infestación los
animales eran separados, en dos lotes, situados en establos
distintos y alimentados y mantenidos de igual forma.
Los donadores 1 69, 70, 77 y 80 fueron mantenidos en
observación a su llegada, al igual que se realizó con los
corderos anteriores; la alimentación fue similar. Dispusieron de
agua y alfalfa ¡~ fl.hi.tam y una vez infestados los animales con
las distintas especies de tricostrongiloideos fueron instalados
en jaulas metabólicas metálicas, lo que permitía su desinfección;
poseían comedero de amplias dimensiones donde era colocada la
alfalfa, una bandeja con la cantidad de pienso administrado y
bebedero, En la parte inferior de las jaulas se dispuso una malla
cuyo tamaño de poro permitía el paso de la erina, pero impedía el
paso de las heces, con lo cual cada día podíamos recoger las
heces necesarias para la obtención de los huevos de cada especie.
o> Los donadores O, G, C y a fueron alimentados por sus madres,
un mínimo de des meses. Una vez destetados los corderos, pasaron
a tomar los distintos tipos de pienso citados anteriormente en
las cantidades establecidas dependiendo de las distintas edades.
Después de infestados, fueron instalados en jaulas metabólicas.
u
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2.2,l.b. Programa higiénico — sanitario
Con independencia de los tratamientos antiparasitarios que
los animales recibieron a su llegada a nuestras instalaciones
<xi4~ gnnra) y los tratamientos antihelminticos utilizados en
nuestro diseño experimental, que serán pormenorizados en la
sección correspondiente, los animales recibieron algunos
tratamientos durante su estancia en los establos.
A los 14 meses de edad, dos animales (n9 ~í y 89>,
accidentalmente consumieron más cantidad del pienso establecido,
apareciendo diarrea y postración, que desaparecieron tras la
administración de 250 ml de Meteoral Eparafina líquida (medicina
refinada) 830 mg], 0,3 ml de Neoskin [Neostigmina (metilsulfato>
0,12 mg] y, en el agua de bebida, manzanilla amarga; al día
siguiente, recibieron nuevamente Meteoral y se les inyecté un
protector hepático (0,6 ml de Bykahepar intramuscular,
Clanobutina 200 mg>.
Debido a la inoculación con 14000 larvas de tercer estadio,
la oveja <n0 65) mostró una ligera anemia. Tras la determinación
del valor hematocrito <Mt) por el método de microhematocrito se
obtuvieron los resultados que se muestran en la tabla,
Ovejas Valor hematocrito ( %
nO 52 32
n~ 65 20
nQ 66 21
m9 67 28,5
n0 89 27
n~ 91 27
n0 92 26
ne 96 26,5
n0 97 26,5
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va que los valores normales en el ganado ovino oscilan entre
24—50 4, salvo la oveja n0 52, los animales presentaron valores
bajos, pero únicamente la oveja n~ 65 fue tratada con Cromatonbic
scoo Ferro hasta el final del experimento. Cuando utilizamos al
cordero “O” como donador de ~ el número de huevos por
gramo de heces fue muy elevado y también presentó anemia, por lo
cual se le trató del mismo modo. A los seis corderos nacidos del
lote experimental se les inyectó 1 ml de Reavit selenio
intramuscular <Selenito sódico 0,50 mg. a— Tocoferol acetato 80
mg), con el fin de evitar la enfermedad del músculo blanco.
2.2,2. obtención y mantenimiento de L—3 de tricostrongilcideos
Los corderos y las dosis infestantes empleadas se muestran a
continuación.
LOTE 1
LOTE 2
Cordero n0 de L—3 Especie Parásita
n~ 70 7000 liMmgflÉiil £911~9fl>AA
n0 69 10000 rriohostronovlus colubriformis
n0 77 1400 limucndj.nlli ~4XLtMM
n 80 4200 gj.x~MmQifl~tA
Cordero ne de L—3 Especie parásita
0 8000 HnflQflgbxaa ~flt9fl3AI
B 10000 Trichostronavlus colubriformis
C 1675 tn.t~&Lnaa ~ifl~an
a 8000
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2 • 2 • 2 • a. coprocultivos
Las heces obtenidas de los animales domadores fueron
homogeneizadas con espátula desechable y disgregadas con agua.
Las incubaciones del material fecal se realizaron en duquesas de
plástico de 1000 ml de capacidad a 22—260C durante 2 semanas. En
el fondo de los recipientes se colocó gasa para eliminar el
exceso de agua y en los cultivos se introdujo un tubo de ensayo
con agua para garantizar un grado de humedad elevado. Los
cultivos fueron removidos y aireados diariamente.
2.2.2.a.1. Cultivos fecales de llisrwn~hn contortus
~ga~nr~nai&g ~I~nSÁnfl y Trichostroncvlus colubriformis
Pasado el periodo de incubación se procedió a separar las
larvas de las heces, para lo cual empleamos el método de
Baermarin. Las heces envueltas en doble gasa y sumergidas en el
agua del embudo, con detergente liquido, se mantuvieron durante
12 horas; las larvas, concentradas en el fondo del tubo de goma,
fueron recuperadas.
Se emplearon 2 métodos para la limpieza de las larvas
obtenidas <MAFF, 1971):
a) Filtrar el liquido que contenía las larvas mediante papel
de filtro, permitir que se seque el papel, invertirlo y colocarlo
en el aparato de Baermann que previamente dispuso de una gasa
doble. Las larvas vivas migrarOn por el agua al fondo del tubo,
mientras que las larvas muertas quedaron retenidas en el papel de
filtro. Este método fue muy eficaz para eliminar los nematodOs de
vida libre así como las larvas no viables pero existió un
porcentaje elevado de pérdidas debido a la desecación.
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b) Utilización de gradiente de sacarosa: a un tubo de ensayo
de 4 ml de la disolución de sacarosa (20 g de sacarosa en 50 nl
de agua destilada> se af¶adieron, gota a gota, 6 ml de la solución
con las larvas; a continuación se centrifugó a 2000 rpm durante
3-4 minutos; en el fondo del tubo quedaron los residuos fecales,
por encima la sacarosa, seguida de una interfase con las larvas y
la última capa superior estuvo formada por el liquido que contuvo
inicialmente las larvas. Se tomó esa interfase y se realizaron
numerosos lavados con agua con el fin de eliminar los residuos de
sacarosa. La ventaja de este método fue la mayor limpieza de las
larvas obtenidas aunque el rendimiento fue menor que con la
técnica anterior. Axabos métodos se emplearon al inicio de los
experimentos pero la mayor recuperación de L—3 con la desecación
sobre papel de filtro nos indujo a emplear de forma rutineria tal
técnica,
2.2.2.a.2, cultivos de N~nat~4ixi~ ~Atfli&
Ya que la formación de las distintas fases larvarias hasta
el estadio de L—3 tiene lugar dentro del huevo, en esta especie,
nos interesó su obtención preliminar. Para ello se disgregaron
las heces hasta conseguir que quedasen liquidas. Se filtraron por
una malla de 0,5 mm, una de 0,160 mm, quedando los huevos
retenidos en una última malla con tamaño de poro de 50 Pm. Se
lavaron con agua y se concentraron por medio de flotación en
solución salina saturada; al cabo de 20 minutos se recogió la
capa superficial de esta solución salina, y este proceso se
repitió varias veces con el fin de obtener la mayor cantidad de
huevos. Posteriormente, se - realizaron lavados con agua para
eliminar la solución salina. A continuación se incubaron dichos
huevos a 22 OC en placas de vidrio de gran diámetro para permitir
una buena oxigenación de los huevos. Después de 21 días se
provocó la salida de las L—2. Para ello se introdujeron perlas
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de vidrio y un imán en la placa y por medio de un agitador
magnético SC provocó la ruptura de los huevos. La limpieza de las
larvas se realizó empleando los métodos antes citados <gradiente
de sacarosa; desecación sobre papel de filtro) (MAFF, 1911)
2.2.2.b. Mantenimiento de las larvas de tercer estadio (L—3>
Las Larvas limpias se mantuvieron hasta su uso, en agua para
infestar corderos y para obtener extracto antigénico, en una
disolución de tampón fosfato salino <PM> (0,Oí >1, pH 7,2) en
refrigeraoidn (4~loOC>, en ambos casos.
2.2.3. obtención de adultos de Ls9nt2flM~
Las formas parásitas adultas de H.contortus <hembras en una
gran proporción) se obtuvieron a partir de abomasos de corderos
infestados experimentalmente. Tras el sacrificio de los corderos,
los cuajares fueron abiertos y sus contenidos se depositaron en
recipientes plásticos. Los vermes unidos a la mucosa fueron
liberados y se efectuaron lavados sucesivos de los contenidos de
los abomasos en PBS frío (0,01 >1, pH 7,2; 4~C) para eliminar
detritus y facilitar la recolección de los vermes. Los nematodos
fueron lavados repetidamente en el mismo tampón, depositados en
criotubos y almacenados a -80~C hasta su empleo.
2.2.4. obtención del material antigénico empleado
Se empleó material antigénico procedente de larvas de tercer
estadio de fi Qntn~nA así como de adultos de la misma especie.
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Las L—3 limpias fueron sometidas a tres ciclos de
congelación (— 20 OC> y descongelación <temperatura ambiente>,
mientras que a los adultos se les sometió a ocho ciclos de
congelación y descongelación, A continuación se les trituró
mediante un homogeneizador de vidrio, tipo Potter—ElvChj~m, en
refrigeración (4~C> para reducir, en lo posible, la actividad de
las proteasas y la posible multiplicación bacteriana residual.
posteriormente el triturado proteico de ambas fuentes fue
centrifugado a 30000 x g, durante 30 minutos a 400 (Elesius y
col., 1986) . En los tubos de centrifugación se observaron tres
capas; la del fondo formada por membranas, la superior, lipidica
y en el centro se hallé la fracción proteica; ésta fue recogida
cuidadosamente con al fin de mo afectar a las otras capas y
finalmente se dividieron en alícuotas, en viales, para proceder a
su congelación a -80 OC. Una muestra de 100 pl fue empleada para
determinar la concentracion de proteínas mediante el método de
Bradfcrd (Bradferd, 1976) consistente en la reacción de las
proteínas con el reactivo de Bradford (Azul de Coomassie-G250,
etanol y ácido fosfórico> . La densidad óptica de dicha coloración
se determiné en colorímetro a una longitud de onda de 595 nm. Los
valores obtenidos se compararon con los valores que presentó una
recta patrón con distintas concentraciones de albúmina sérica y
se estimó el rendimiento proteico.
-2.2.5. Infestaciones del ganado ovino con lLs2JItflXflAA
Experimento 1:
cuando los corderos alcanzaron los 4 — 4,5 meses de edad
fueron divididos en a grupos:
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El grupo A:
El grupo 8:
El grupo A fue infestado con una dosis única de 2500 L—3 de
H.cortortus mediante senda bucoesofágica. El grupo E fue
empleado como testigo no infestado. Al cabo de 7 semanas ambos
grupos fueron tratados con Tiabendazol <88 mg/ Kg p.v.>. Doce
días después del tratamiento ambos grupos fueron sometidos a una
dosis de prueba -con ~00O L-3, manteniéndose la infestación
-durante 3 meses. En la ng. se muestra el diseño experimental.
Ovino <laño
Grupo A: 2500 La 5000 L3
TtO. TtO.
Grupo B: 5000 L3
Corderos
Hembras Machos
n
052 n067
n0SB
n097
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Experimento 2:
Para estudiar la respuesta del ganado ovino manchego mayor
de 1 año de edad y evitar el desconocimiento de la historia de
los animales, decidimos emplear los mismos individuos. Por ello,
al final de la infestación con 5000 L—3 de los corderos, éstos
fueron medicados con Tiabendazol <88 ng/ Kg p.v.) chequeados y
mantenidos juntos hasta alcanzar los 12 — 12,5 meses de edad. En
dicho momento se dividieron nuevamente en 2 grupos:
El grupo A’;
Hembras Machos
n~52 n067
n066 n089
n091
Hembras Machos
n997 - n096
n065
n992
El grupo A’ fue infestado con 7000 L—3 de H.contortus de la
misma procedencia; el grupo B’ fue mantenido como testigo. La
infestación se extendió durante 59 días al cabo de los cuales
todos los animales recibieron un tratamiento antihelmintico,
<Rafoxanida, 7,5 mg/ Mg>. Doce días más tarde ambos grupos <A1 y
E’) fueron enfrentados a una dosis única de 14000 1—3 del
parásito. Dicha infestación se mantuvo durante 45 días, hasta que
se observó una importante elevación periparto en un individuo <nS
El grupo B:
6?
91) y finalmente fueron medicados con Rafoxanida a la misma
dosis. En la Fig. se muestra el diseño experimental.
Ovino >laño
Grupo A’; 7000 L3 14000 LO—
Tto. fo.
Grupo 13’; 14000 L3—
A lo largo de los experimentos, se realizaron tomas de
muestras de sangre una vez antes de cada infestación y 2 veces/
semana durante cada experimento. Las muestras fecales para la
determinación de inmunoglobulinas, dos veces por semana en el
experimento 1, y una vez por semana en el experimento 2. Se
determinaron los niveles puntuales de proteínas séricas totales
en la prepatencia y patencia de cada infestación.
Se realizaron análisis coprológicos individuales y
diariamente durante la patencia de la primoinfestación del
Grupo A, cada dos días durante la reinfestación del Grupo A y
primoinf~stación del Grupo U en el experimento 1. En el segundo
experimento se realizaron tres veces por semana en la patencia de
la primoinfestación del Grupo A’ y, diariamente, durante cuarenta
y cinco días tras la dosis de prueba con 14000 L—3 de
li~2nZ9r~m.
2.2.6. Análisis coprelógicos
La eliminación fecal de huevos de tricostrongiloideos y de
coquistes de coccidios se ostimó mediante una modificación del
método de NoNaster (MAr?, 1971> . Brevemente, se emplearon 3 g de
heces tomadas directamente de recto que fueron homogeneizadas en
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42 ml de agua, Tras el filtrado de la emulsión fecal a través de
mallas (0,5 mm y 0,150 mm> se recogieron 10 ml y se centrifugaron
a 1500 rpm, 3 mm. Se eliminó el sobrenadante y se añadió una
solución saturada de NaCí, se homogeneizó y los recuentos se
llevaron a cabo en cámara de MoMaster (retícula o toda la cámara,
en dependencia de la carga parasitaria>. La eliminación se
determiné por transformación numérica y se expresó como n~ de
ooquistes y/o huevos/ gramo de heces <HPG>.
2.2.7. obtención de sueros ovinos
Los sueros se obtuvieron a partir de sangre de la vena
yugular de los animales por medio de Vacutainer (R) ; tras su
coagulación durante dos horas a temperatura ambiente, las
nuestras se centrifugaron a 2000 rpm durante 20 minutos, los
sueros se distribuyeron en alícuotas <1 nl> y se conservaron en
congelación a —20 OC hasta su uso.
2.2.8. Determinación de proteínas séricas
Los niveles de proteínas séricas fueron determinados por el
método de Biuret. El principio de este método consiste en la
reacción de las proteínas séricas con una solución alcalina de
sulfato de cobre, produciéndose un color violeta cuya densidad
óptica es leída (usando un blanco como referencia> en un
colorímetro, con un filtro CaRi, a 543 mm de longitud de onda.
O. 0. Muestra
Concentración de proteínas (g/l) = <6 g/lc0 mí> x 10
D.C. Estándar
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2.2.9, Análisis inmunológicos
2.2.9.a. Obtención de sueros Hiperinmunes de conejo
Los sueros hiperinmunes de conejo frente a la fracción
soluble de L—3 de Hoentortus se consiguieron inoculando a dichos
animales una emulsión de la fracción citada con adyuvanta
completo de Freund (FCA). El protocolo de inmunización se realizó
según Hudson y Hay <1979). La dosis inmunizante inicial estuvo
formada por una disolución 1:1 <1 ml de FCA fue mezclado
cuidadosamente con 1 ml de inmunógeno conteniendo- alrededor de 1
mg de proteína) . Esta emulsión fue inoculada por vía
intramuscular en 6—8 lugares de las extremidades de los animales.
Este - proceso fue repetido cada quince días Crecuerdo>, para
terminar con una inoculación de 1 ml del inmunógeno sin
adyuvante. Por último, se obtuvo sangre de la vena marginal de
los conejos (H y B> y se comprobó la positividad de los sueros
por medio de un ELISA. Cuando el resultado fue satisfactorio se
procedió a la obtención de 30 ml de sangre de la oreja de los
animales por medio de una bomba aspirante. Se alicuotó el suero
<1 mí> y se mantuvo en congelación a —20 ~C.
2.2.9.b. Obtención del material fecal ovino
Para la obtención de las emulsiones fecales se siguió el
protocolo de Williams y Burden C1987>. En esencia, se tomaron 2 g
de heces de cada animal directamente de recto; se homogeneizaron
en lo ml de tampón fosfato sódico salino que contenía 0,05 % de
‘flween 20; se centrifugó a 2500 x g durante 30 minutos. A
continuación el sobrenadante se centrifugó a 150000 x g en
refrigeración <~ OC) durante una hora y el sobrenadante se
1
ir]
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alicuotó y se mantuvo en congelación a —20 QC hasta su uso.
2.2.9.0. Doble inmunodifusión en agar
La finalidad de todas las técnicas de inmunodifusión es
identificar las reacciones antígeno—anticuerpo por la aparición
de una precipitación. Aunque la formación de complejos antígeno—
anticuerpo en un medio seinisólido como el agar, depende de
electrolitos amortiguadores, pE y temperatura, los determinantes
más importantes de la reacción son las concentraciones relativas
de antígeno y anticuerpo. Se siguió la técnica descrita por
Ouchterlony <1953>.
Para la preparación, la agarosa se disolvió en tampón
fosfato salino hasta la concentración final <1,4%, p.v.) en
caliente <al baño Maria o en un plato caliente a loo—lío OC) en
ambos casos en agitación. Se dejó enfriar hasta 56 OC con
agitación, se añadió 0,01 % de azida sódica. El agar fundido se
vertió en placas de petrí, Tras la solidificación se realizaron
pequeños orificios; las muestras <antígenos y anticuerpos) se
situaron en los pocillos y se permitió la difusión durante 18—24
horas en cámara húmeda a temperatura ambiente, Las lineas de
precipitación resultantes (Ag-Ac) se observaron en
estereomicroscopio en luz indirecta.
2.2.9.d. Inmunoadsorción
Esta técnica consiste en la utilización de un
inmunoadsorbente (antígeno> que, previamente fijado a un soporte
(placa de microtitulación> forma un complejo con los
anticuerpos, Hemos empleado una modificación de la cromatografía
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de afinidad descrita por Hudson y Hay <1979) . La disociación del
complejo mediante tampón glicina 0,1 M, pH 2,8; posterior
estabilización de los anticuerpos ya eluidos con Tris pH 8,8;
diálisis a 4 Oc frente a PB5 pH 7,4 y la concentración con
Centricon 30 (Amicon> permite la obtención de anticuerpos
específicos purificados,
2.2.9,e. Inmumodetección (Western Blotting>
Mediante la técnica de l4estern Blotting se determinaron las
bandas proteicas reconocidas por las inmumoglobulinas existentes
en los sueros ovinos y de conejo. La inmunodetección se realizó
mediante modificaciones de mátodos descritos previamente (Jenkins
y Dame, 1987; Shepherd y Mcxanus, 1987; Cross y col., 1988>.
a) Prenaración de las membranas de transferencia
En las pruebas iniciales se emplearon dos tipos de membrana:
Nitrocelulosa <45 pn) <Bioflad> e Imnobilon E’ (Millipore>. La
escasa respuesta del ganado ovino y la superior resolución del
Iroaobilcn nos aconsejaron usar esta membrana de forma rutinaria.
El Insiobilon se cortó de torna que sobresaliera 1 cm por cada
lado del gel y se sumergió en netanol absoluto durante 1 - 2
segundos, empapándose perfectamente; a continuación se lavé con
agua destilada, evitando su flotación, durante 5 minutos para
eliminar el exceso de metanol y finalmente se mantuvo en solución
de transferencia ((25 mM Tris, 192 mM alicina; pH a. 8,3> <TBS>
y netanol (20 %, Vp>].
b) Electrotransferencia de nrotefnas
Una vez realizada la electroferesis de proteínas <ver
2.2.l0,b.> el gel se situó en la solución de transferencia.
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Mientras, se preparó un cartucho de transferencia (esponja, ocho
capas de papel de filtro, el gel, membrana de Imnobilon, ocho
capas de papel de filtro, otra esponja> y se colocó en cámara
Trane Blot <BioRad> y solución de transferencia. Se aplicó una
corriente de 0,1 A y 30 V durante toda la noche; al dia
siguiente, se elevó la corriente a 0,56 A (1 ½h> en
refrigeración mediante serpentín. Una vez finalizada la
transferencia se procedió a la visualización de la misma,
cortando un trozo de la membrana y tiñendo con Negro Anido (0,5 g
de Negro Anido, 45 ml de metanol absoluto, 10 ml de ácido acético
glacial y 45 ml de agua destilada) durante 5 minutos. Para la
observación se decoloró con 47,5 ml de netanol + 5 ml de ácido
acético glacial + 47,5 ml de agua destilada. Si la transferencia
fue adecuada se procedió con el resto del Imnobilon, lavándolo
con TBS (10 mM Tris—ECl
1 pH 7,3 + 0,15 >1 NaCí> con 0,05 % de
Tween 20, en tres ciclos de lavado de 10, 5 y 5 minutos
respectivamente, en agitación.
c) Bloqueo de la membrana, incubación y revelado
Para impedir que las inmunoglobulinas inespecíficas se
uniesen al Tmmobilon, se bloqucó con una solución de 5 * leche en
polvo desnatada <Molico, nestlé) en TBS durante 30 mm con
agitación; se eliminó el exceso de la solución bloqueadora
lavando del mismo modo; se incubó la membrana con el suero a
estudiar a la dilución 1/lo en solución bloqueadora a una
temperatura de 37 OC, en agitación durante 3 horas; tres ciclos
de lavados e incubación con un segundo anticuerpo antí Iga de
oveja obtenido en conejo marcado con peroxidasa (para los sueros
de las ovejas>. Cuando se determinaron las inmunoglobulinas
existentes en los sueros hiperinmunes de los conejos, el segundo
anticuerpo fue antí—Iga de conejo obtenido en cabra marcado con
peroxidasa; en ambos casos se incubó a 37 0C con agitación
durante una hora. Los lavados fueron de 10 y 5 minutos con
solución de lavado y ~ + 5 minutos con TES sin Tweem 20.
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posteriormente se procedió a la visualización, empleando un
sustrato precipitable (0,5 mg/ml de 4—clorc—l—naftol, disuelto en
TBS, metanol con agua oxigenada>, en las siguientes proporciones:
— 84 ml de TES en agitación (sol. A>
— 0,0504 g de 4—cloro—l—naftol disuelto en 16,8 ml de
metancí. <se añade a sol. A>
— 50,4 pl de agua oxigenada (30 volúmenes> (se añaden al
final)
La incubación se realizó en -agitación y oscuridad, y la
reacción se detuvo mediante lavado en agua corriente.
2.2.9.f. Enzimoinmunoensayo (ELISA) indirecto
La detección de anticuerpos se realizó mediante un
enzimoinmunoensayo “Enzyme — Linked Immunosorbent Assay” <ELISA>.
Las fracciones antigénicas son adsorbidas a un soporte sólido. Si
la muestra biológica contiene anticuerpos contra un cierto
agente, los anticuerpos presentes reaccionarán con el antígeno
homólogo, previamente adsorbido a la fase sólida, formando así un
complejo antígeno — anticuerpo. Este complejo puede ser
reconocido por antí-inmunoglobulinas conjugadas a una enzima
específica. Se añade un apropiado sustrato y el color
desarrollado constituirá una estimación indirecta del nivel de
anticuerpos de la muestra, Para la determinación de las
condiciones del ensayo se siguió el protocolo de Catty y
Raykundalia (1989>.
a> Determinación de condiciones óntimas de ensayo
Se valoró la potencia de cada lote de los conjugados
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comerciales adquiridos. Para ello se realizó un ELISA directo,
tapizando las placas de microtitulación con IgG ovina. En la Fiq.
2.1. se muestran dos ejemplos representativos.
Para la obtención de las Iga ovinas se recogió sangre de
corderos y se obtuvo el suero. Se añadió sulfato sádico al 18 4
se agitó hasta su disolución y se incubó a 25 OC durante
30 minutos. Tras la centrifugación a 3000 xg durante 30 mm. , se
eliminé el sobrenadante y la proteína precipitada se resuspendió
en 25 ml de agua destilada. La disolución fue calentada a 25 OC y
se añadió sulfato sádico hasta conseguir una disolución al 14 %
(p/v); se agité e incubó a 25 OC durante 30 mm. Se centrifugó de
nuevo de forma similar y se elin,in6 el sobrenadante. El sedimento
fue resuspendido en 15 ml de agua destilada y se dializó frente a
PBS (0,07 M> a 4 oc. Finalmente se estimó la concentración de
proteínas <Bradford, 1976>
Las IgG ovinas obtenidas se ajustaron a una concentración de
1 pg/ml y se emplearon en - el tapizado de las placas de
microtitulación durante 16 h, a 4 OC; como control se utilizó
albúmina sérica bovina <100 gg/ml) . Tras los 3 ciclos de lavados
(PBS + 0,05 * Theen 20> se añadió la anti—IgG ovina conjugada
<peroxidasa o fosfatasa>. Se realizaron diluciones del conjugado
desde 1/loo a 1/204800 incubándose a 37 OC durante 3 h. Tras los
lavados se añadieron los sustratos respectivos y se incubación a
370C durante 30 mm, La densidad óptica (D.C.> se estimó a 405
nm. Se comprobó que la potencia de los conjugados comerciales fue
la adecuada y como diluciones de trabajo se emplearon se
emplearon 1/600 para la antí—Iga marcada con peroxidasa y 1/800
para la marcada con fosfatasa alcalina. En los ELISA se emplearon
conjugados con fosfatasa.
El siguiente paso fue determinar la concentración óptima de
los antígenos parasitarios. Se realizó un barrido desde 0,15
pg/ml hasta 20 pg/ml y a la vez se determiné la dilución de
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Fig. 2.1. Valoración de la potencia de la antí—Iga de oveja
marcada con Fosfatasa alcalina (A> y Peroxidasa (5> . 1 pg /ml de
Iga (•1 y 100 pg /ml de Albúmina sérica bovina <o). Muestra
representativa.
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trabajo de los sueros: 1/50, 1/100 y 1/200. Los ensayos se
realizaron con ambas fuentes antigénicas.
Para la valoración de las IgM e IgA ya que los segundos
anticuerpos no estaban marcados enzimáticamente, se realizaron
barridos de los segundos y terceros anticuerpos, así cono de la
concentración antigénica óptima. La dilución de los sueros fue
constante (1/50).
En todas las valoraciones se utilizaron varios controles de
fondo <sin antígeno, sin suero, sin segundo anticuerpo, sin
tercer anticuerpo).
b> Adsorción del antfceno a la fase sólida
El antígeno preparado (extracto soluble de L—3 o extracto do
adultos de H.contortus) fue diluido en un tampón de tapizado
(tampón carbonato 0,05 M, pH 9,6> a la concentración óptima de 5
pg/ml para el extracto soluble de las larvas de tercer estadio y
de 10 ¡sg/ml para el de adultos. Este preparado~- antigénico se
situó en los pocillos de las placas de microtitulacién de fondo
plano <Nuno) en un volumen final de 100 pl por pocillo. La
adsorción del antígeno a la superficie de poliestireno se realizó
en refrigeración <~ OC>, durante 16 horas.
c> Blocuco de uniones inesoecificas
Es necesario dispensar una solución bloqueadora, cuyas
proteínas interfieran esta posible unión. Se realizó con un 5 %
de albúmina sérica bovina <ESA> disuelta en tampón fosfato
salino; el volumen por pocillo fue de 200 pl (con el objetivo de
tapizar completamente cualquier espacio que pudiera haber quedado
sin antigenar en el pocillo ) y se incubé una hora a 37 OC.
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d) Incubación con el suero / heces
Los sueros ovinos fueron diluidos <1/50) en PBS con 0,05 %
de Tween 20 y dispensados a las placas de microtitulación en un
volumen final de 100 ¡sí e incubadas durante í i, a 37 OC.
e) Adición del secundo anticuerDo
La dilución del conjugado dependió del tipo de
inmunoglobulinas empleadas y tras el estudio para determinar la
dilución óptima de
tabla:
uso, se utilizaron según se muestra en la
Las incubaciones se realizaron a 37 0C durante una hora.
Cuando los segundos anticuerpos no estaban conjugados se incubó
posteriormente con un tercer anticuerpo, <p•~. Anti—IgM de ovino
obtenida en conejo, otra incubación con un Antí—conejo marcado).
En todos los casos el volumen final por pocillo fue de 100 pl.
~> Adición del sustrato
2~ anticuerpo Especie Enzima Dilución
Antí—Iga de ovino Conejo Fosfatasa alcalina i/eoc
Antí—Iga de conejo Conejo Peroxidasa 1/3000
Antí—IgA de ovino Cerdo no marcada 1/320
Antí—Iga de cerdo Cabra Peroxidasa 1/loco
Anti—IgM de oveja Conejo no marcada 1/3200
Antí—Iga de conejo Cabra Peroxidasa 1/3000
Dependiendo del tipo de enzima unida al 20/ 3 er anticuerpo
se emplearon como sustratos:
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— Para la enzima fosfatasa alcalina se usaron 100 pl de
p~Nitrofenilfosfato (1 sg/mí) en tampón carbonato 0,05 14, pH 9,6.
Se incubó durante 30 minutOs a 37 0C siendo necesario detener la
reacción enzimática con 50 pl de NaCE 3 N.
— Cuando se empleó peroxidasa, el sustrato estuvo formado
por 100 ¡sí de 40 mM ácido 2,2’—Azinobis <~ etilbenzotiazolin
sulfónico> (ABTS> en tampón citrato 0,1 14, pH 4 añadiéndole agua
oxigenada al 2 %; la incubación fue similar a la anterior, pero
no se precisa detener la reacción.
g> Niveles de inmunoclobulinas
Se empleé como medida, la densidad óptica (D.C.) de las
soluciones obtenidas a 405 nm, en un lector de ELISA
semiautomático EAR 400, restando el fondo existente en cada
pocillo.
2.2. 10. Electroforesis
2.2.l0.a. Electroforesis en gel de poliacrilamida <PAcE)
Los reactivos utilizados para la formación de geles y
tampones fueron los mismos que para una electroforesis SDS—PAGE,
sin emplear sodio dodecil sulfato ni 2— nercaptoetanol. Tanto
las concentraciones de los reactivos como el protocolo empleados
serán descritos en la siguiente sección.
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2.2.lO.b. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes y
reductoras <SDS—PAGE)
Los gales de poliacrilamida se realizaron entre dos placas
de vidrio <12 cm x 12 cm) separadas por espaciadores de plástico,
añadiéndose una solución de 28 % de acrilanida—bisacrilamida para
formar el gel, así como N,N,N’,N’—tetrametiletilen diamina
(TEMED> empleado para catalizar la polimerización; persulfato
amónico como iniciador y dodecil sulfato sódico (5DB) como
desnaturalizador de proteínas. Los tampones utilizados fueron
uno de alta molaridad para los geles <Tris-Sol 1 M, pH 8,8>; y
otro en los compartimentos de los electrodos (Tris-glicina pH
8,3>. La resolución se incrementé considerablemente polimerizando
un gel de empaquetamiento <de baja porosidad> sobre el gel de
separación, el cual contenía un tampón Tris—HOl 1 M, pH 6,8. Se
siguió la técnica descrita por Lacanlí <1970).
Se emplearon 3 concentraciones de acrilamida, en dependencia
de los PM estudiados. Los componentes del gel de separación
fueron los siguientes:
Acrilanida final
Reactivos (Vol/mí> 10 % 12,5 % 15 *
Tris—SOl 1 14, pH 8;8 5,62 5,62 5,62
Acrilamida 28 % 5,36 6,7 8,03
Agua destilada 4,02 2,67 1,35
SOS 10 % 0,15 0,15 0,15
Persulfato amónico 10 % 0,15 0,15 0,15
TEMED 0,05 0,05 0,05
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Se mezclaron rápidamente y la solución se vertió en el
interior de los dos vidrios que previamente habíamos sellado,
dejando un áspacio de 1,5 cm sin rellenar para el gel de
empaquetamiento; una vez polimerizado el gel separador se at¶adió
el gel de empaquetamiento.
Los componentes del gel de empaquetamiento fueron:
Acrilamida final
Reactivos (Vol/mí> 3 % 5 %
Tris—HCI, 1 M pH 6,8 0,63 0,63
Acrilamida 28 4 0,53 0,89
Agua destilada 3,24 3,84
SDS 10 4 0,05 0.05
Persulfato amónico 10 4 0,05 0,05
TEMED 0,025 0,025
Se rellenaron los compartimentos de los electrodos de la
cubeta con 0,025 M Tris y 0,192 M Glicina pH 8,3 y se le añadió
0,1 4 de SOS.
A los extractos proteicos a estudiar, cuya concentración fue
de ~¡. 1 mg/mí, se les añadió un tampón de muestra que constó de:
Tris—HCl 10 mx, pH 7
EDTA 3 uN 30
5DB 2%
Glicerina 50 4 en agua + 0,005 * de azul de bromofenol — 10.
Mercaptoetanol 2,5
42,5 jil
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La nuestra <10 pl de extracto cuya concentración fue de 1
mg/mí) se añadió a los 42,5 pl. A continuación se mantuvo en
ebullición en baño maria durante lo mm. La muestra, así
procesada, estaba dispuesta para ser aplicada en los pocillos
correspondientes del gel. Se empleó un voltaje de 60 V hasta que
el frente de proteínas <Azul de Bromofenol> atravesó el gel de
empaquetamiento y después se elevó a 200 V hasta que se completé
la resolución en el gel separador.
La tinción de los geles se llevó a cabo mediante Azul de
coomassie o tincién de Nitrato de Plata, Las tinciones con
Nitrato de Plata se realizaron con un xit comercial (Silver Stain
¡<it, Bio—Rad>. La mayoría de las tinciones fueron realizadas con
Azul de Ccomassie cuya composición es la siguiente:
- — 0,25 g (P/V> de azul de Coomassie R.250
— 50 % de Metanol
— 5 % de Ac. Acético glacial
Para la observación de las bandas proteicas existentes se
utilizó una solución decolorante formada por:
— 25 % de Metanol
— 5% de Ac. Acético glacial
Las tinciones y decoloraciones se realizaron en agitación.
2.2.10.c. Electroforesis en dos dimensiones <2DE)
Por medio de esta técnica, las proteínas fueron separadas
por sus cargas eléctricas <PAcE) y posteriormente por sus pesos
moleculares <SOS — PAcE) . -
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El primer gel se realizó sin SDS para evitar la
desnaturalización de las proteínas. El 2— Mercaptoetanol no se
incluyó en el tampón de muestra ya que reduciría los grupos 5H2
de proteínas. El resto de los reactivos, tanto para la formación
del gel como para los tampones, fueron similares a los citados en
la sección anterior, El segundo gel y los tampones se realizaron
según lo indicado para las SOS — PASE.
Una vez completada la í• electroforesis <60 Y en el gel de
empaquetamiento y 200 y en el de separación> se eliminé el gel de
empaquetamiento <3 % acrilamida) y se cortó una tira de 1,5 cm
del gel de separación en la misma dirección en que migran las
proteínas (acrilamida 5 ~>• Esta tira se colocó cuidadosamente
sobre el gel de empaquetamiento del segundo gel <3 % acrilamida>,
y posteriormente se recubrió con más gel de empaquetamiento. Para
la migración proteica se utilizaron las mismas condiciones de
voltaje. El gel de separación se formó con un 10 % de acrilanida.
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3. RESULTA~~
a.i. Resultados parasitOlógicOs
3.1.1. Eliminación fecal de huevos de HsSm3.t2Zflhl en corderos
La figura 34 muestra los resultados obtenidos cuando se
estudió la eliminaCión de huevos de Ls~ntnrtim en las heces de
los corderos a le largo de la infestación con 2500 L—3 (Grupo A>
y la dosis de prueba con 5000 L-3 del parésito (Grupos A y B).
El periodo de prepateiicia en la primoinfestación del Grupo A
(animales de 4 — 4,5 meses de edad) fue de 16 días. Después de
iniciada la patencia se observó una clara elevación de los
recuentos de huevos por gramo de heces <HPG) hasta el día 24 p.i.
seguida de una fase estacionaria. La administración a los
animales de un tratamiento antiheiníntico (88 mg /Kg p.v.,
Tiabondazol> redujo y posteriormente eliminó la presencia de
huevos de H.contOttus en las deyecciones de los corderos
infestados.
La reinfestación del Grupo A y primoinfestaoióll del Grupo B
(corderos de 6 — 6,5 liieses de edad) con 5000 L—2 de ff9nt9fliw
de la misma procedencia provocó una elevación de recuentos
fecales en ambos grupos de animales sin diferencias
significativas entre ellos. De hecho, el grupo de corderos con
primoinfestación mostró en la dosis de prueba un acortamiento
ligero del periodo de prepatencia, respecto al periodo
prepatente del Grupo 8 (17 días>
No existió una clara relación lineal entre los recuentos de
huevos fecales y las dosis infestantes usadas en los corderos del
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Fig. 3.1, Eliminación fecal media de huevos de flQ~nZnrtfl en
corderos Manchegos reinf estados con 5000 L—3 después de una
infestación con 2500 L—3 ( • ) y animales testigo sin la
primoinfestación (o>
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Grupo A (2500 T.—3> y las administradas posteriormente para los
dos grupos (5000 L—3) . En efecto, se obtuvieron recuentos de HPG
muy similares, a pesar de las dosis infestantes tan diferentes,
lo que posiblemente pudiera Ser debido al incremento de la
deposición fecal, relacionada con la edad, en la dosis de prueba
con la consiguiente dilución de las formas parasitarias en los
corderos de mayor edad.
3.1.2. Eliminación fecal de huevos de L~Qntnrtng en ovejas
Tras la infestación de los animales del Grupo A’ con 7000
L—3 de ff n~fljs, los aninales presentaron un periodo de
prepatencia medio de 17 días, apareciendo dos picos de máxima
elininación de huevos <HPG), según se observa en la ng. 3.2, los
días 33 y 52 postinfestación, con valores de HPG de ~. 900—
1000. Debido a que los animales que formaban el Grupo A’
provenían de los Grupos A y E (menores de un alIo>, pese a que no
habían conseguido una inmunidad protectora tras las infestaciones
<2500 y 5000 L—3> como lo demostraba la falta de diferencias
significativas en la eliminación de huevos de los corderos tras
la dosis de prueba, si era cierto que los animales del Grupo A’
hablan sufrido, tanto distinto número de infestaciones como
distintas dosis, lo que nos indujo a pensar que quizás esos dos
máximos hallados fueran debidos a las contribuciones de los
animales provenientes originalmente de los dos Grupos (A y E>. El
análisis estadístico mediante la aplicación de una prueba de
homogeneidad de la muestra no pernitió observar, sin embargo, que
las diferencias existentes entre ellos fuesen estadísticamente
significativas, y de hecho, los dos picos se observaron en los
dos subgrupos (Fig. 3.3).
En la figura 3.2 se muestra la eliminación de huevos de
H.contortus cuando los Grupos A’ y E’ se sometieron a una dosis
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flg. 3.2. Eliminación fecal media de huevos de Lsnn.tflr~I¿4 ~
ovejas Manchegas reinfestadas con 14000 L—3 después de una
infestación con 7000 L—3 < • > y animales testigo sin la
primoinfestación (o)
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ng. 3.3. Eliminación fecal de huevos de LsnntnxZ3AI en ovejas
Manchegas infestadas con 7000 L—3. (---): animales que hablan sido
infestados con 2500 + 5000 L—3. (—) o animales que hablan recibido
5000 L—3.
Tiempo (Oms)
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de prueba con 14000 L—3, En ambos casos, los períodos de
prepatencia se alargaron.
Las ovejas primoinfestadas (Grupo A’) mostraron un periodo
de prepatencia medio de 23 días mientras que los animales sin
infestación previa mostraron un periodo de prepatencia de 21
días. Además se observó una menor eliminación de huevos por parte
del Grupo A’, aunque las diferencia no fueron estadisticamente
significativas, respecto al Grupo 8,, al existir importantes
variaciones individuales dentro de cada grupo. No obstante, los
recuentos de EPO medios mostraron que los animales del Grupo A’
se estabilizaron alrededor de 900 — 1000 HPG, mientras que la
eliminación media del grupo de ovejas sin la infestación con
7000 L—3 llegó a superar los 3000 HPG, El día 117 p.i. <2 días
antes del parto) se observó una elevación muy notable (elevación
periparto) en la oveja n~ 91 (Grupo A’), que se mantuvo hasta el
día 137 p.i.; por ello la experimentación se suspendió en aquella
fecha <día 117 p.i.).
3.2. Determinación de las proteínas séricas en corderos y ovejas
infestados y reinfestados con kL..~giflnfl3an
3.2.1. Niveles de proteínas séricas en corderos
Se realizó el estudio de la concentración de proteínas
séricas durante la prinoinfestación con 2500 1r3 de HJS9DtSflIm
en el Grupo A y en el Grupo 8 (testigo de la infestación) así
como en la dosis de prueba de ambos grupos <A Y R> con 5000 L-3.
En la Tabla 3,1 se muestran los resultados obtenidos:
Infestación Prot. séricas (g/l0O mí)
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2500 L—3
Día 4 p.i. (A) 7,15
Día 8 p.i. <A) 7,18
testigo <8> 6,86
Día 32 p.i. <A> 6,94
testigo <8> 7,1
5000 L—3
Día 16 p.i. (A> 6,7
Día 16 p.i. (B> 6,56
Día 37 p.i. (A> 6,62
Día 37 p.i. (8) 6,88
Se observó, durante la prepatencia de la primoinfestación
del Grupo A una concentración de proteínas séricas superior <en
0,32 g/ 100 mí) a la del Grupo B (testigo), y también, superior
al valor hallado en la patencia (en 0,24 g/ 100 nl>. A la vez que
disminuyó la concentración de proteínas del Grupo A (en la
patencia> aumentó en la misma proporción la del grupo testigo.
Tras el tratamiento antihelisintico los animales se
intestaron con 5000 L-3; observándose en la prepatencia una
disminución de la concentración proteica en ambos grupos, mayor
en el Grupo E (de 0,54 g/ 100 mí>, mientras que en el Grupo A la
disminución fue de 0,24 g/ 100 ml. Durante la patencia de la
infestación la concentración de proteínas del Grupo A apenas
varió (perdiendo 80 ng/ 100 nl>; sin embargo, el Grupo E mostró
un ligero incremento de 0,32 g/ 100 nl.
3.2.2. Niveles de proteínas séricas en ovejas
En la Tabla 3.1! se muestran las concentraciones de
proteínas séricas de las ovejas tras la infestación con 7000 L-.3
<Grupo A’) y la dosis de prueba con 14000 L—3 (Gruposá’ y 8’>.
ti,
Infestación Prot. séricas (q/ 100 mí)
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7000 tr3
Día 14 p.i. (A’> 7,98
Testigo <3’) 6,44
Día 39 p.i. <A’) 7,32
14000 L—3
Día 6 pÁ, <A’) 6,96
Día 6 p.i. (3’) 6,88
Día 13 p.i. <A’) 6,40
Día 13 p.i. (3’) 5,94
Día 51 p.i. (A’) 7,11
Día 51 p.i. (3’) 6,45
La infestación con 7000 L—3 produjo una disminución en las
proteínas séricas del Grupo A’ durante la patencia. La dosis de
prueba con 14000 L-3 de LsnZ9rtim provocó una reducción en los
niveles medios de proteínas en ambos grupos, algo más marcada en
el Grupo 39, No obstante, hay que seflalar que este grupo mostró
menores valores antes de la infestación. En todos los casos,
corderos y ovejas, los valores estuvieron dentro de 1-a
normalidad, sin evidencia de hipoproteinemia.
3.3. Dinámica de la producción de anticuerpos específicos por
corderos y ovejas infestados y reinfestados con LsanL~xZn&
3.3.1. Respuesta IgG sérica anti—liesnnn~)3Mg
3,3.í.a. Respuesta Igo en corderos
Los corderos primoinfestados (Grupo A) no mostraron una
clara respuesta IgG sérica específica anti—li4jflQn~Jj~j empleando
ambas fuentes antigénicas <ESA y ESL) mediante el método de
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ELISA indirecto. Los valores de densidad óptica (DO) con extracto
soluble de L3 <ESL) permanecieron en niveles bajos a lo largo de
toda la infestación experimental, sin observarse diferencias
significativas con los valores obtenidos para los corderos sin
infestar (Grupo a). A su vez las D.C. halladas durante la
infestación con 2500 L-3 fueron muy similares a las encontradas
antes de la infestación (flq. 3.4).
Las densidades ópticas empleando como antígeno extracto
soluble de adultos (ESA> a pesar de que fueron más bajas se
comportaron de forma similar (F’ig. 3.5) aunque en este caso los
valores del grupo infestado <Grupo A) fueron superiores a partir
de la patencia de la infestación con 2500 L—3.
Cuando ambos grupos fueron sometidos a la dosis de prueba
con 5000 L—3 de LsnntsrflaL dos meses más tarde, se observó un
incremento débil pero significativo en los valores de D.0. Este
incremento comenzó alrededor del inicio de la patencia,
alcanzando valores máximos los días 24—25 de ésta, con ambos
extractos antigénicos. Con extracto soluble de L—3 los valores
máximos alcanzados fueron de 0,51, mientras que con extracto
soluble de adultos la D.C. máxima fue de 0,28. Los niveles de IgG
anti—L—3 mostraron un incremento más notable y rápido que los de
igG antí—adultos.
Los resultados obtenidos, a pesar de tratarse de una
respuesta débil- por parte de los corderos mostraron una buena
correlación con los hallazgos coprológicos (Tabla 3.111) con
indices significativos de correlación entre ambos parámetros <2 <
0,01>, siendo r — 0,448 empleando como antígeno extracto de L-3 y
r = 0,567 cuando se utilizó extracto soluble de adultos de
H.contortus. Hay que indicar además, que los niveles de IgG antí
— 1L9n1&rflai fueron en las dosis de prueba con 5000 L—3,
superiores en los corderos primoinfestados y reinfestados <Grupo
A) que en los animales que no habían estado expuestos a la
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Fig. 3.4, Niveles de IgG especificas de mezclas séricas frente a
extractos solubles de L~-3 de Lsnn~flaa4 en corderos reinfestados
con 5000 L—3 después de una infestación con 2500 L—2 (.> o sin
la infestación previa (o)
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Fiel. 2,5. NiveleS IgG especificas de mezclas séricas frente a
extractos solubles de Adultos de H.contortus en corderos
reinfestados con 5000 L-3 después de una infestación con 2500 L—3
<e> o sin la infestación previa <o>
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Tabla 3.111. Correlación entre la eliminación fecal de huevos de
L.99nZ2flM4 y la respuesta Igo <anti-L3 y antí-Ad de
L.ggnZ9¡tfl), en corderos Manchegos reinfestados con 5000 L—3
después de una infestación con 2500 L—3 (A) y animales testigo
sin la primoinfestación <8). r coeficiente de correlación.2
nivel de significación. n= nduero de datos.
n — 34 r = 0.448 r — 0.567
p < 0,01 P < 0.01
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priinointestación con 2500 L—3 <Grupo B) aunque no existió
evidencia de una típica respuesta secundaria.
3.2.1.b. Respuesta !gG en ovejas
a> Respuesta Igo sérica anti-L-3:
En las Figs. 3.6 y 3.7 se muestran los valores de D.O.
obtenidos, cuando el ganado ovino mayor de un alIo, fue expuesto
a una primoinfestacián con 7000 L—3 en dosis única, y una dosis
de prueba con 14000 L—3 de Kgflnt~flMI, empleando como antígenos
extractos solubles de L-3 y adultos.
La exposición de las ovejas de 12 - 12,5 meses de edad a una
infestación con 7000 L—3 (Grupo A’), empleando cono Ag en los
ELISA, extracto soluble de L-3 (ESL) y mezclas séricas de los
animales no provocó ninguna respuesta notable <ng. 3.6). Tras
el tratamiento antihelmintico, la reinfestación de este grupo con
14000 L—3 y la infestación de los animales testigo <Grupo S’) con
la onisma dosis de H.contcrtus provocó una rápida y significativa
respuesta, iniciada ya en la prepatencia de la dosis de prueba y
ligeramente anterior en el grupo de animales reinfestados (Grupo
A’) . Con excepción de este ligero adelantamiento de la respuesta
en los animales del. Grupo A’ los títulos de Iga séricos antí—
HMnnn9ka~ específicos fueron similares en los dos grupos de
ovejas. El estudio estadístico de la correlación entre la
respuesta tgc sérica y la eliminación fecal de huevos <HPG)
mostró valores significativos y negativos frente al antígeno
larvario (r = —0,47, p < 0,01> (Tabla 3.1V).
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líq. 3.6. Niveles medios de IgG especificas de mezclas séricas
frente a extracto soluble de L—3 de Ij±sQnt9XflAfl en ovejas
re4nfestadas con 14000 L—3 tras previa infestación con 7000 L—3
del nematodo <o> o sin infestación previa (4).
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líq. 3.7. Niveles medios de IgG especificas de mezclas séricas
frente a extracto soluble de Adultos de fl~ Qn~9rfla~ en ovejas
reinfestadas con 14000 L—3 tras previa infestación con 7000 L—3
del nematodo <n) o sin infestación previa (+)
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29 0.452 940 0.254
32 0.446 1070 0.235
36 0.482 630 0.249
39 0.475 570 0.241
46 0.445 970 0.236
50 0.451 820 0.223
52 0.455 540 0.203
70 0.459 0 0.188
73 0.459 0 0.192
77 0.448 0 0.196
84 0.534 0 0.261
87 0.519 0 0.249
92 0.480 0 0.257
95 0.439 12 0.256
99 0.420 264 0.240
102 0.296 982 0.236
106 0.379 1190 0.240
109 0.404 890 0.235
113 0,382 1040 0.234
116 0,383 1370 0.234
D.PI E’
70 0.451 0 0.182
73 0,444 0 0.191
77 0.409 0 0.179
84 0.529 0 0.246
87 0,559 0 0.235
92 0,552 15 0.247
95 0.466 112 0.221
99 0.472 1237 0.234
102 0,442 3887 0.230
106 0.436 3976 0.245
109 0.405 3580 0.214
113 0.398 3880 0.239
116 0.391 3850 0.224
n — 39 r — —0.47 P < 0.01 r = 0.143
Tabla 2.1V. correlación entre la eliminación fecal de huevos de
lLa9n~flnA y la respuesta IgG <antí—La y antí—Ad de
lLs2nt9xfla~>, en ovejas Manchegas reinfestadas con 14000 L—3
después de una infestación con 7000 L—3 (A’> y animales testigo
sin la primoinfestación (Be>. r—coeficiente de correlación
lineal. P=. significación.n= n0 de datos.
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b) Respuesta tgG sérica antí—Adultos:
En la figura 3.7 se muestran las D.0. obtenidas. Be observó
que el Grupo A’ infestado con 7000 L—3 mostró una ligera
elevación, durante la prepatencia, que persistió durante la
patencia de la infestación, respecto al Grupo testigo <B’). Tras
el tratamiento antihelmintico de todos los animales e
infestación con 14000 L3, se inurementaron los títulos séricos
en los dos Grupos (A1 y B’>, siendo los títulos hallados en el
lote priinoinfestado y reinfestado (A’) ligeramente superiores.
El estudio estadístico nO mostró correlación <r = 0,143, n = 39>
entre los títulos séricos y los recuentos de huevos en heces.
3.3.2, Respuesta IgM sérica anti-H~Afl391mhMi
2.3.2.a. Respuesta IgM en corderos
En la líq. 3.8 y 3.9 se muestran los niveles de !gM séricos
en los corderos primoinfestados y reinfestados (Grupo A> y los
testigos sólo sometidos a la dosis de prueba (Grupo E) empleando
ambas fuentes antigénicas.
Los corderos prinoinfestados (Grupo A) no mostraron ninguna
respuesta IgM sérica específica ni utilizando extracto soluble de
larvas de tercer estadio (Fig. 3.8) ni de adultos <ng. 3.9>.
Los valores de densidad óptica obtenidos variaron entre
0,51—0,64 (con mínimas oscilaciones) y entre 0,47—0,62 <con
oscilaciones alqo superiores> , para I.—3 y adultos
respectivamente.
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Fig. 3.8. Niveles de anticuerpos !gM de mezclas séricas frente a
extracto soluble de L-3 de u 9~flfls en corderos reinfestados
con 5000 L—3 tras previa infestación con 2500 L—3 del nematodo
<o> o sin infestación previa <i.>
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Fiel. 3.9. Niveles de anticuerpos igM de mezclas séricas frente a
extracto soluble de Adultos de }4.contortus en corderos
reinfestados con 5000 L—J tras previa infestación con 2500 L-3
del nematodo (o> o sin infestación previa <.).
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3.3.2.b. Respuesta IqM en ovejas
Se estudiaron los títulos de IgM anti—ffAnlQfl2bflA a lo largo
de la infestación con 7000 1.-) de E 9fl~ZtflI del Grupo A’ y del
Grupo 3’ <testigo) con extracto soluble de L—3 (ESL> y de adultos
<ESA), Los resultados obtenidos cuando se empleó Ag L’-3, se
muestran en la figura 3,10. Los valores de D.0. tras la
infestación fueron muy similares en ambos grupos de ovejas sin
cambios significativos ni durante la infestación ni respecto al
Grupo testigo <~‘)~ Después del tratamiento antihelmítitico e
infestación de todos los animales con 14000 L—3, tampoco se
observaron cambios en los títulos séricos de ambos grupos, aunque
los valores obtenidos para el Grupo A’ <prinlOinfestadO +
reinfestado) fueron durante la dosis de prueba, ligeramente
superiores.
Cuando se estudió la respuesta frente a Ag de adultos de
H.contortus <ESA), <ng. 3.11> se observó en general una muy
escasa respuesta y, aparentemente, los valores hallados para el
Grupo A’ fueron durante la primoinfestación menores que los del
Grupo 3’ (testigos) aunque sin notables diferencias. Tras la
infestación con 14000 L—3 los dos grupos igualaron Sus valores de
D.c. y mostraron con esta fuente antigénica una tendencia a la
disminución de los titules al contrario de lo observado con el
extracto larvario (ver ng. 3.10).
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Fig. 3.10. Niveles de anticuerpos IqM de mezclas séricas frente a
extractO soluble de L-3 de H.contOrtus en ovejas reinfestadas con
14000 L—3 tras previa infestación con 7000 L—3 del nematodo CD) o
sin infestación previa .(..)
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Fig. 3.11. Niveles de anticuerpos IgM de mezclas séricas frente a
extracto soluble de Adultos de H. contortus en ovejas
reinfestadas con 14000 L—3 tras previa infestación con 7000 L—3
del nematodo (o) o sin infestación previa <~)
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3,3.3. Respuesta IgA sérica anti—ln19n9t3~
3.3.3.a. Respuesta IgA en corderos
En la Fig. 3.12 se muestran los títulos de las IgA séricas
con extracto soluble de L—3 de ffg~fl~fl~~fl.
Tras la primoinfestación con 2500 L—3 del Grupo A, los
títulos de IgA durante la prepatencia experimentaron una ligera
elevación coincidiendo con el inicio de la patencia y alcanzaron
su máximo valor el día 25 postinfestación.
Los niveles de IgA anti—fl~flgfl9h3~ estuvieron relacionados
en este Grupo (A) con la presencia de helmintos, ya que al final
de la patencia disminuyeron los valores de D.0. Tras el
tratamiento antihelmintico e infestación de los dos grupos con
5000 L—3 se halló una elevación de los valores de D.O. en los
dos grupos; esta elevación ya se observó en la prepatencia y fue
más lineal para el Grupo A y más intensa en el Grupo 5 (corderos
no expuestos a la primoinfestaoi6n con 2500 L—3)
Cuando se estimó la respuesta Igl sérica frente a extractos
de adultos de lLg~n~nflni <Fig. 3.12) se observaron, durante la
primoinfestación, variaciones tanto en el grupo de corderos
infestados (A> como en el grupo testigo, aunque hay que destacar
que, en general, el patrón hallado para el grupo de infestados
mostró un comportamiento inverso con este material antigénico que
cuando se empleó extracto de L—3 (ver ng. 3.12).
Cuando ambos grupos fueron sometidos a la dosis de prueba de
5000 L—3 se incrementaron los títulos séricos hasta alcanzar
valores máximos de D.c. durante la patencia de la infestación.
No se observaron diferencias importantes en los valores de IgA
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ng, 3.12. Niveles de anticuerpos IgA de mezclas séricas frente a
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específica entre los animales del Grupo A y los del Grupo 8.
3.3.3.b. Respuesta Igl en ovejas
La dinámica de la respuesta -Igl anti—fleInQn9ban, estimada
con mezclas séricas de los animales infestados (Grupo A’) y
sometidos a la dosis de prueba (Grupos A’ y B’>, se muestra en
las Figs. 3.14 y 3.15. Los resultados obtenidos fueron muy
similares a los previamente observados en los corderos de 4 — 4,5
meses de edad. La infestación de 7000 L-3 no provocó ningún
incremento significativo cuando se empleó ESL como Ag y, de
hecho, algunos valores de los testigos no infestados (Grupo B’)
fueron superiores <líq. 3.14>.
Después del tratamiento antihelmintico todos los animales
fueron infestados con 14000 L—3 y todos los valores de
absorbancia se elevaron. No obstante, la elevación fue superior
en el grupo de animales que hablan permanecido como testigos no
infestados <Grupo 8’>, Esta elevación fue transiente y alcanzó
sus máximos valores alrededor del día 20 después de la dosis de
prueba,
Cuando se estudió la respuesta Igl sérica utilizando como
Ag extracto soluble de adultos <ESA> (líq. 3,15) se observó, al
contrario que cuando utilizamos como fuente antigénica extracto
soluble de L—3, un débil incremento del Grupo A’ respecto al B’
<testigos no infestados) durante la patencia de la infestación
con 7000 L—2. Esta elevación pareció relacionarse con la
presencia de los vermes, puesto que tras la aplicación del
tratamiento antihelmintico, sus valores disminuyeron, La dosis de
prueba con 14000 L—3 en ambos grupos produjo una elevación
transiente en ambos casos, similar en los dos grupos y comparable
a lo obtenido cuando se empleó como Ag extracto soluble de [¡—3.
109
S.S
2 1
0,96
4
5.
0.M
o
4>
Qe
‘a
075
ay
Fig. 3.14. Niveles de anticuerpos IgA de mezclas séricas frente a
extracto soluble de L-2 de Ls~nt.9XZIAA en ovejas reinfestadas con
14000 L—3 tras previa infestación con 7000 L-3 del nematodo <Q) o
sin infestación previa .<.>
—SO lO .~0 50 70 90 líO
Tiempo <días>
lío
— 47.—
~
¡o
0,M 5-~.
44.
—SO lO 30 50 70 90 líO
Tiempo <días)
ng. 3.15. niveles de anticuerpos IgA de mezclas séricas frente a
extracto soluble de Adultos de li99ntn.rflJ.~ en ovejas
reinfestadas con 14000 L—3 tras previa infestación con 7000 L—3
del nematodo <o) o sin infestación previa <4-)
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No obstante, las elevaciones observadas fueron menores con Ag de
adultos de H.contortus
.
3,3.4. Respuesta IgA fecal anti—i~n2n9hMg
3.3.4.a. Respuesta IgA en corderos
Durante la prepatwicia de la infestación con 2500 L—3 no se
observaron cambios notables respecto a los valores de D.c.
obtenidos en el grupo testigo no infestado.
se hallaron grandes variaciones en los valores obtenidos en
los días de análisis, que se presentaron, en general, de forma
simultánea en ambos Grupos (A y 8> y con ambos extractos
antigénicos empleados <Fig. 3.16 — L—3: Fíq. 2.17 — Ad). El
carácter simultáneo, independientemente del curso de las
infestaciones, probablemente estuvo relacionado con las
variaciones de la ingesta y grado de hidratación fecal, teniendo
en cuenta que las muestras empleadas estuvieron constituidas por
una emulsión fecal. No obstante, ambas fuentes antigénicas, se
observó durante la primoinfestación del Grupo A con 2500 L—3 una
elevación transiente coincidiendo con la patencia de la
infestación, más notable frente a antígeno de larvario (líq.
3.16) con un pico en el día 47 p.i., seguida de una disminución
de sus valores tras la medicación antihelmintica.
Cuando se reinfestaron los animales del Grupo A y
primoinfestaron los del Grupo 8 <5000 L-3>, los valores de las
0,0. experimentaron un descenso durante la prepatencia, siendo
más claro en los animales que ya habían padecido una
prinsoinfestación (Grupo A) . En la patencia se incrementaron los
títulos paulatinamente, siendo la elevación más notoria en los
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ng. 3.16. Niveles de anticuerpos IgA específicos de extractos
fecales frente a extracto soluble de [¡—3 de H.ccntortus en
corderos reinfestados con 5000 L—3 tras previa infestación con
2500 L-2 del nematodo (o> o sin infestación previa (+) . Inserto:
variaciones netas de las IgA fecales anti—lie.sm~nnhn de corderos
infestados y reinfestados. El cero representa los valores de 0.0.
obtenidos en los corderos del Grupo a.
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Fig. 3,17. Niveles de anticuerpos IgA específicos de extractos
fecales frente a extracto soluble de Adultos de H.contortus en
corderos reinfestados con 5000 L—3 tras previa infestación con
2500 L—3 del nematodo <o> o sin infestación previa (.>. Inserto,
variaciones IgA fecales anti-Hnn3Qn~bM2 de corderos infestados y
reinfestados, El cero representa los valores de D.C. obtenidos en
los corderos del Grupo B.
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n = 15 r = 0.623
P < 0.05
r 0.59
P < 0.05
Tabla 2.V. Correlación entre la eliminación fecal de huevos de
fi~~flfl y la respuesta IgA fecal <anti—L3 y antí—Ad de
liQ.~Qfln), en corderos Manchegos reinfestados con 5000 L—3
después de una infestación con 2500 L—3 (A) y animales testigo
sin la primoinfestación <E>. r= coeficiente de correlación
lineal. P= nivel de significación. n=n0 de datos.
68 0.711 0 0.428
75 0.704 0 0.452
82 0.745 540 0.460
¿9 0.727 1330 0.470
D.PI 8
61 0.727 0 0.485
60 0.744 0 0.467
75 0.697 0 0.452
82 0.727 225 0.458
89 0.798 850 0.489
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corderos del Grupo B. Cuando se estudió la relación existente
entre los títulos de IgA fecales anti—llasngn~hn~ y la eliminación
fecal da huevos (HPG> se obtuvo una correlación estadisticamente
significativa entre los valores de IgA y los recuentos de huevos,
siendo r — 0,59 (P < 0,05> para los títulos antí—adultos y r —
0,623 (P < 0,05> para la respuesta antí — L—3 (Tabla 3,V).
3.3.4.b. Respuesta IgA en ovejas
En la flg. 3.18 se representan los títulos obtenidos a lo
largo de la infestación con 7000 y 14000 L—3 de KQnZQrtnfl,
utilizando como antígeno extracto soluble de larvas de tercer
estadio <ESL)
Se observaron importantes diferencias en los niveles fecales
de IgA anti—1~xn9n~bMA, día a día, en los valores absolutos, y
las variaciones netas se muestran en el inserto de la figura. La
respuesta hallada fue esencialmente similar a la obtenida en los
corderos de 4 — 4,5 meses. Además el incremento durante la
infestación primaria (7000 L—3> fue similar, aunque ligeramente
más alto, Del, mismo modo que en los corderos, no se encontró una
elevación de los niveles anti—li~lU9flÉM~ del Grupo A’, después de
la dosis de prueba <14000 ~—~> mientras que el Grupo B’ mostró un
incremento en los títulos IgA específicos. Esta respuesta en
ambos grupos, especialmente visible en las ovejas que habían
estado intestadas <Grupo A’), fue la responsable de que no se
observase ninguna correlación significativa entre los títulos de
IgA antí— ESL de L9gnt9xflm y la eliminación fecal de huevos
(Tabla 3.VI) a pesar de la elevación hallada tras la
primoinf estación.
La similitud de elevaciones, especialmente durante la
primoitifestación del Grupo A’, y la constancia del perfil en
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flg. 3,18. Niveles de anticuerpos IgA específicos de extractos
fecales frente a extracto soluble de L—3 de Ls~flt9¡Zfl en ovejas
reinfestadas con 14000 L-3 tras previa infestacIón con 7000 L—3
del nematodo <~ > o 4n infestación previa < • > . Inserto:
variaciones IgA fecales anti—IIA&in9n2hn& de ovejas infestadas y
reinfestadas. El cero representa los valores de 0.0. obtenidos en
las ovejas del Grupo 8’.
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n = 16 r = 3,73 x í04 r = 0.643P < 0.01
Tabla 3.VI. Correlación entre la eliminación fecal de huevos de
ffsflJlt9Lt3a~ y la respuesta IgA fecal (anti-L3 y antí-Ad de
II2 oflnrtm) , en ovejas Manchegas reinfestadas cón 14000 L—3
después de una infesta9ión con 7000 L—3 (A’) y animales testigo
sin la primoinfestación (B’).r coeficiente de correlación
lineal. 2= nivel de significación. n= n0 de datos,
85 0.666 0 0.466
92 0.671 0 0,474
99 0,671 264 0.492
113 0.711 1040 0.557
D.PI 8’
70 0.795 0 0.542
78 0,688 0 0.470
85 0.717 0 0.470
92 0.706 112 0.490
99 0.698 1237 0.523
113 0.733 3880 0.575
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ng. 3.19, Niveles de anticuerpos IgA específicos de extractos
fecales frente a extracto soluble de Adultos de ag~n~rfla¡ en
ovejas reinfestadas con 14000 L—3 tras previa infestación con
7000 L—3 del nematodo (o> o sin infestación previa (e). Inserteo
variaciones IgA fecales anti—ff~flQn~~3aj de ovejas infestadas y
reinfestadas. El cero representa los valores de D.O. obtenidos en
las ovejas del Grupo B’.
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ambos grupos sugieren que las variaciones diarias observadas
probablemente estuvieran relacionadas con la dieta de los
individuos.
La respuesta IgA fecal valorada utilizando extracto soluble
de Adultos <ESA) se representa en la ?ig. 3.19. Mostró un perfil
similar al exhibido con la otra fuente antigénica <ESL).
Encontramos una correlación estadisticamente significativa entre
los recuentos de huevos y las IgA valoradas, durante la
infestación del Grupo A’ y la dosis de prueba de A’ y 8’ (r =
0,643, P < 0,01).
3.4. Sensibilidad del ELISA IgG anti—fl~g~gbpg en el
diagnóstico de la hemoncosis ovina
Para valorar la sensibilidad del método ELISA para el
diagnóstico de la hemoncosis ovina, tanto en corderos como en
ovejas, se emplearon los sueros de corderos (4—4,5 meses) y
ovejas <12—12,5 meses de edad) durante las patencias de todas las
primoinfestaciones (2500, 7000> y dosis de prueba realizadas
(5000, 14000 [¡—2). También se emplearon los sueros negativos del
grupo testigo, así como sueros positivos provenientes de
infestaciones monoespecificas llevadas a cabo por los servicios
técnicos de MSD—Espalla.
Ya que en las hemoncosis ovinas existe una gran variabilidad
en la respuesta individual, en los recuentos de HPG y la duración
de los períodos de prepatencia, se estimó la necesidad de valorar
los títulos de IgG anti—llfliiTS9flShuil específicos de los sueros
ovinos individuales. La Fig. 3.20 muestra los resultados
obtenidos, en los ELISA, con un tiempo de incubación de 90 miii,
una dilución sérica 1/50 y empleando extracto de adultos como
antígeno. Nuestros ELISA mostraron que la respuesta antí— -
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ng. 2.20. sensibilidad del ELISA (IgG) en el diagnóstico de la
hemoncosis en función de la edad y dosis infestante recibida por
al ganado ovino <1/50, 90 mm>. ( o ): animales infestados.
• ): testigos no infestados.
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fue, además de variable, dependiente de la dosis
infestante recibida por los grupos de animales <Grupos A y B; A’
y H’) puesto que los títulos más elevados se hallaron en las
ovejas que habían recibido dosis de L—3 más altas. Además, esta
respuesta pareció ser dependiente de la edad de los corderos,
puesto que los sueros de los corderos suministrados por MSD-
Espafla a pesar de las dosis infestantes recibidas (7000—9000 L—
3) mo exhibieron títulos anti-linn9n9bn¡ elevados. Ambas
características sugerían que, en nuestras condiciones, la
respuesta IgG estimada mediante ELISA fue tanto dosis —como
edad— dependiente.
La línea de corte <“cut—off”) de los sueros negativos <media
+ 2 desviaciones estándar, DE> fue de 0.41, lo que permitía un
diagnóstico de las infestaciones por H.contortus de corderos de
al menos 6 meses de edad y con dosis infestantes de al menos
5000 [¡—3 del nematodo gástrico. En estas condiciones, el ensayo
mostró una sensibilidad y especificidad del 100% respecto a los
corderos no infestados, No obstante, esta línea de corte mo
permitió el diagnóstico de la hemoncosis en los corderos
manchegos de menos de 6—6,5 meses de edad, con independencia de
la dosis infestante recibida, con escasas sensibilidad y
especificidad. Teniendo en cuenta que las mezclas séricas
mostraron una débil aunque significativa elevación de los títulos
IgG anti—llanognnbn,& en los corderos, especialmente cuando se -
empleó cono antígeno ESA <vide suora> y que el valor medio de
las 0.0. del grupo de corderos tras la infestación con 2500 L—3
fue de g~. 0,4, se procedió a realizar una caracterización
antigénica de Lsnjftnflná (L—3 y Adultos).
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3.5.. Análisis proteico de los extractos solubles de L—3 <ESL> y
Adultos <ESA) de H.contOrtus
En la Fig. 3,21 se muestra la composición proteica tras
electroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras
(SOS—PAcE), tetUda con azul de Coomassie <carril nQl, ESL; carril
n
5 3, ESA; carril n0 2 corresponde a los PM estándar). Las bandas
resueltas en ambas fuentes proteicas más notables mostraron los
PM estimados que aparecen en la Tabla 3.VII)
Ambos extractos solubles <ESA y ESL) exhibieron una gran
variedad de péptidos en el intervalo de PM estimados (c94 kDa—
>14,4 kDa). La concentración de acrilamida utilizada permitió una
buena resolución a pesar de tratarse de geles uniformes, aunque
no se investigaron las proteínas de PH superiores. En nuestras
condiciones, el ESL fue más variado observándose hasta más de 30
péptidos, mientras que el ESA exhibió una gran variedad, aunque
aparentemente fue menor.
Se observó una elevada similitud entre ambas fuentes
antigénicas, La similitud electroforética se muestra en la Tabla
3.VII observándose que destacaron las regiones de 37 — 39 koa y
53 IcDa. Esta última se presentó en ESA de forma más notable que
en ESL; además se detectaron péptidos comunes de 47, 43, 42, 24,
30, 28 y 26 kDa, así como péptidos de PM inferior a 20,1 kDa.
El patrón de proteínas obtenido mediante tinción con Nitrato
de plata de los mismos extractos <ng. 1.22> mostró asimismo una
gran variedad de Ags, aunque aparecieron más intensamente teftidos
los péptidos de bajo PH -y en particular una amplia zona de PH
medio ~. 20 kDa, presente en ambas fuentes antigénicas. Este
método de tinción permitió además una superior resolución de las
regiones de bajo PM, así como uña gran acumulación de proteína de
PH >94 icDa, que nc pudieron ser fraccionadas dada la
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líq. 3.21. Electroforesis <~~~ — PAGE> telilda con Azul de
Coomassie de extracto soluble de Adultos de H.contortus (ESA>
<carril 1>, marcadores de peso molecular <carril 2; 94, 67, 43,
30 y 20,1 kDa) y extracto soluble de [¡-3 de H.contortus (ESL>
(carril 3).
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EEL ESA
PM <kfla) Más tetUda PM (ksa) Más teñida
~94 + >94
85
81 -
70 +
67
63
53 + 53 +
47 47-
42 + 43
42 42
41 +
29
37
+
+
39 ¡ +
34 24
33
30 + 30
29
28 28
27
26 26
25
24
22
=20,1 + < 20,1
Tabla 3.VII, Pesos moleculares estimados de las proteínas
reconocidas en la electroforesis <8DB — PAGE>, del extracto
soluble de [¡-3y de Adultos de fi QLtQ¡tis (tenidos con Azul de
Coomassie>. + = bandas notables.
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Fig. 3.22. Electroforesis <SDS — PAcE); carriles 1 — 3 teñidas
con Nitrato de Platal carriles 4 — 7 teñidas con Azul de
Coomassie, 1 y 6: extracto soluble de Adultos; 2 y 5: extracto
soluble de [¡—3; 3, 4 y 7: PM (94, 67, 43, 30, 20,1 y 14,4 kDa).
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concentración de acrilamida empleada.
Teniendo en cuenta que a pesar de su elevado poder
resolutivo, la motilidad electroforética de proteínas no
constituye un criterio de identidad absoluta entre péptidos, nos
propusimos conocer la similitud antigénica entre L—3 y Ad <ESTa y
ESA). Para ello se emplearon tres métodos diferentes: Agar
inmunodifusión pasiva, ELISA indirecto e unmunodetección
<unmunoimprontas, ¶4estern blotting>
La ng. 3,22 muestra los resultados obtenidos en el “Western
blot”, cuando se enfrentó suero hiperinmune antí—extracto SOluble
de L—2 + adyuvante completo de Ereund obtenido en conejo con un
extracto soluble de Ad, separado mediante electroforesis
desnaturalizante y reductora <SDS — PAGE) . La inmunodetección
mostró un eleva4o reconocimiento en todo el intervalo de PMs
analizados lo que constituyó una evidencia de la elevada
homología antigénica entre las [¡—3y los adultos de Lsnntnrtn~.
Esta elevada homología también se observó mediante un ELISA
indirecto. En la nig. 3,24, se observó la positividad del suero
hiperinmune al enfrentarse a extracto soluble de L-3. De un modo
similar, aunque con unos fondos más bajos
1 se determinó que el
suero hiperinmune, también fue capaz de reconocer antígenos
procedentes del extracto soluble de Adultos de B~ 9rtu <F’ig.
3.25).
En las pruebas de doble inmunodifusión en agar (Fig. 3.26)
se enfrentaron sueros de corderos con infestaciones
monoespecificas por Ls~ntnnn, 2fl2.4~nr,naiA gJJ93Ilflfliflgfl,
Trichostronovlus ~ Nematódirus ~4~gfl, sueros de
corderos sin infestar y suero hiperinmune anti—L—3 obtenido en
conejo con ESL y ESA de H.contortus
.
La figura muestra que sólo se observaron arcos de
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Fig. 3.23. Inmunodetección de extracto soluble de -Adultos de
Econtortus enfrentado a suero hiperinmune antí—extracto soluble
de [¡—3 obtenido en conejo, PM : Peso molecular (94, 67, 43, 30,
20,1 y 14,4 kDa).
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flg. 3.24. Densidades ópticas obtenidas con (2,5, 5 y 10
de ESL enfrentado a diluciones de suero hiperinmune de
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ng. 3.25. Densidades ópticas obtenidas con <5, 10 y 20 pg/ml) de
ESA enfrentado a diluciones de suero hiperinmune de conejo antí—
ESL [S+í (1/4 — 1/2048> X 0,013 y como blancos, BSA y diluciones
de suero negativo de conejo (8—>.
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Fig. 2.26. Doble difwsión en agar de sueros homólogos (1>,
heterólogos (2, 3, 4), negativos <5) e hiperinmune anti—L—3
obtenido en conejo <6) enfrentados a extractos solubles de
Adultos <izda) y de L-2 (doha) de ~
¡A
--st-
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precipitación con ambas fuentes antigénicas en el caso de los
pocillos con suero hiperunmune anti—L3. Además de señalar, en
nuestras condiciones, la baja sensibilidad de esta técnica para
el diagnóstico de la hemoncosis del ganado ovino, mostró la
existencia de una gran similitud antigénica entre L-3 y Ad de
lL.gnnZsr~3ag. Sin embargo, hay que señalar que las lineas de
precipitación que aparecieron con los distintos extractos fueron
distintas. Así se observó una única línea de precipitación cuando
el suero hiperinmune se enfrentó al extracto soluble de Adultos y
varias lineas de precipitación <menos marcadas), cuando
reaccionó con el extracto soluble de L—3 de
demostrándose, por tanto, que también existían variaciones
antigénicas entre los dos - extractos empleados por nosotros.
3.5.1. Dinámica del reconocimiento de antígenos a lo largo de las
infestaciones
Tras la observación de los títulos séricos y fecales
obtenidos con los extractos solubles <ESTa) y (ESA) nos planteamos
conocer las fracciones proteicas de dichos extractos que eran
reconocidas por los sueros de los corderos. Para ello se
realizaron inmunodetecciones seriadas a lo largo de las
infestaciones y reinfestaciones.
3.5.l.a. Reconocimiento de antígenos procedentes de ESTa
En la líq. 3.27 se muestran los patrones de reconocimiento
tras la infestación-de los corderos de 4 — 4,5 meses de edad. Las
tiras n9 1 y ng 2 corresponden al patrón de reconocimiento por
los sueros <mezclas séricas) de los -Grupos A y 8 respectivamente,
antes de la infestación. Én la tira n~ 3 hemos utilizado suero de
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ng. 3.27. InmunodetecciOnes seriadas de extractos solubles de Ta—
3 de Ls9nZ9r~A& enfrentados a mezclas séricas de corderos
infestados con 2500 L—2 y mezclas séricas de los corderos
testigos. 1: muestra preunfestación Grupo A; 24 muestra
preinfestación Grupo B; 3; periodo prepatente del Grupo A (8 días
4: periodo patente del Grupo A <22 días p.i4; 5: Grupo E
testigo <32 días p.i.>; 6 y 7: mezclas séricas de ambos Grupos <A
y s respectivamente) tras el tratamiento antibsínsintico. PM =
marcadores de peso molecular <kDa).
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la prepatencia de la prinoinfestación del Grupo A (8 dias.p.i,>
La tira flO 4 nuestra la patencia de la primoinfestación del
Grupo A <32 dias.p.i4. La tira n0 5 es la inmunodetección con
suero del Grupo E <sin infestar>. Las tiras n0 6 y 7 corresponden
al tratamiento antihelmintico de ambos grupos <g4. 50 días p.i.)
En todas las unmunodetecciones se observó un patrón similar
desde 39 - 40 ltDa hasta más de 94 ksa, destacando las bandas de
87, 74, 67, 63, 56, 50, 43 y 42 — 39 RDa. Probablemente estas
bandas, que corresponden a regiones de PH con acúmulos de
proteínas (ver testigo de transferencia> fueron debidas a las
características de la membrana empleada,
En la tira n~ í (Grupo A,antes de la infestación) no se
observó ninguna banda de PM inferior a 39 kba. Sin emobargo, en la
tira n9 3 <prepatencia) apareció una banda de 26—25 ltDa y, más
ligeramente, una de 23 ltDa. [¡as tiras n0 4 y n~ 6 fueron
similares a la anterior.
En la tira n9 2. (el Grupo 3, sin infestar> existió una banda
de 21 ltDa que se mantuvo con el tiempo aunque fue perdiendo
intensidad gradualmente.
En lanig. 3.28 se muestra el patrón de reconocimiento tras
la dosis de prueba con 5000 [¡—3 (reinfestación del Grupo A y
primoinfestación dei Grupo B>. Las tiras n9 8 y 8’ se incubaron
con los sueros de la prepatencia inicial de los Grupos A y B (9
días p.i.). Las tiras n9 9 y 9’, corresponden al final de la
prepatencia de A y 3 (16 días p.i.>. Las tiras n~ 10 y 10’,
pertenecen a la patencia (37 días p.i.).
En las tiras del Grupo A <nQ 8, 9 y 10> se observó el mismo
patrón de reconocimiento; la región de PM >31 ltDa se mantuvo con
igual reactividad. Las dos bandas de 26—25 y 23 ltDa, ya
observadas, se mantuvieron, mientras que apareció otra banda de
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Fig. 3.28. InmunodetecciOnes seriadas de extractos solubles de 1.—
2 de Lsmfl9rfliA enfrentados a mezclas séricas de corderos
infestados con 2500 L—3 del nematodo y reinfestados con 5000 L-2.
<A) y mezclas séricas de corderos sin primoinfestar <8). 8 y 8’:
periodo prepatente temprano <9 días p.i.); 9 y 9’: periodo
prepatente tardío (16 días p.i.>; 10 y 10’: periodo patente (37
días p.i.). PM — marcadores de peso molecular.
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ca. 22 ltDa. En las tiras del Grupo 8 también la parte superior
permaneció similar, mientras que durante la prepatencia
comenzaron a aparecer ligeramente (carril 8’> ¡ fueron observables
al final de la prepatencia, y más claras en el periodo patente,
péptidos con PM de 22 — 22,5 kfla, sin que existiesen patrones de
reactividad comunes en ambos grupos con excepción de la
reactividad, probablemente inespocifica, hallada en las regiones
de PM superiores.
En la líq. 3.29 se muestra la inmunodetección de sueros
individuales de la prepatencia de los primeros contactos con
a~nnZQrtn¡ por ambos grupos; así los carriles 1 — 5 se incubaron
con sueros individuales de animales primoinfestados con 2500 [¡-3
<Grupo A) y del 6 a19 con los animales primoinfestados con 5000
L—3 (Grupo B).
Durante la prepatencia de las infestaciones se observó una
gran variabilidad entre los distintos corderos empleados, sin que
se asociase una mayor reactividad de los sueros a las distintas
dosis utilizadas <corderos 97, 96, 67, 66 y 52 con 2500 Ta—);
corderos 92, 65r 91 y 89 con 5000 [¡—3).Existió, especialmente en
las regiones de PM elevado, una alta heterogeneidad. Sin embargo,
en la región comprendida entre 20 y 30 kDa, la respuesta ~ 26
ltDa fue patente en los corderos nO 52 y 67. Existieron además
algunos péptidos reconocidos de PM ~. 20 RDa e inferiores,
quizás correspondientes a péptidos de degradación.
Una variabilidad comparable fue obtenida cuando se emplearon
sueros individuales de la patencia. [¡os individuos del Grupo A,
mostraron una cierta similitud en regiones de PM superior a 40
RDa, salvo el cordero 52 que reconoció las bandas de forma poco
marcada, La reactividad observada en las mezclas séricas <ver
Hg. 3.30> del Grupo A, de 26 - 25 RDa, parecieron ser debidas a
la contribución de un único animal (nO 52) <carril ~>• Similares
consideraciones pueden ser hechas sobre el comportamiento del
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Fig. 3.29. Inmusiodetecciones de extractos solubles de L—3 de
lLgnnt&xflali enfrontados con sueros individuales de corderos
durante el periodo prepatente de la infestación con 2500 L-3
(tiras 1 — 5, Grupo A, 11 días p.i.) y la reinfestación con 5000
L—3 (tiras 6 — 9, Grupo 8, 12 días p.i.). PM — marcadores de peso
molecular (kDa). -
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ng. 3.30. Inmunodetecciones de extractos solubles de L—3 de
fl1t~fl~j enfrentados con sueros individuales de la patencia de
la infestación con 2500 L—3 (tiras 1 — 5, Grupo A, 22 días p.i.)
y la dosis de prueba con 5000 L—3 <tiras 6 — 9, Grupo B, 37 días
p.i.). PM = marcadores de peso molecular (kfla).
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Grupo E, aparte de la ya mencionada similitud en regiones de
elevado PH. La unmunorreactividad notable de las mezclas séricas
de 22 y 22,5 ltDa sólo pertenecieron a un cordero <n0 91, carril
8>, lo que indicaba que dichos anticuerpos no podían ser
empleados como marcadores de infestación por H.contortus
.
2.5.l.b. Reconociiuiento de antígenos procedentes de ESA
Cuando de forma análoga a las ESL se enfrentaron
electrotransferidos de ESA a mezclas séricas de los corderos
durante la infestación con 2500 [¡-3de H.contortus se obtuvieron
los resultados de la ng. 3,31.
observamos en las tiras n9 1 y n0 2, las bandas reconocidas
por los sueros de los Grupos A y a respectivamente, antes de la
infestación. El carril n9 3 corresponde a la prepatencia de la
prinicinfestación del Grupo A <4—4,5 meses de edad). La tira nO 4
corresponde a la patencia de la primounfestación del Grupo A. La
tira m0 5 muestra el patrón del Grupo E sin infestar <testigo>.
Las tiras n0 6 y n0 7 corresponden a las incubaciones con sueros
obtenidos de los dos grupos de corderos en el momento del
tratamiento antihelmintico.
Todas las mezclas séricas reconocieron bandas proteicas de
PH > 69 ltDa. El grupo de corderos infestados reconocían una banda
de ~. 60 ltDa antes de la infestación, que se mostró más marcada
en la prepatencia (carril 2) y patencia - <carril 4),
desapareciendo tras el tratamiento (no- 6>. Alrededor de 50 — 49
ltoa, existieron bandas que permanecieron a lo largo de toda la
primoinfestación. - También se observaron dos bandas de 38 y 26
ltDa. Más interesante resultó ser la región con PM entre 30 y 20
ltDa. Tras la infestación de los corderos apareció en la
prepatencia una fuerte inmunorreactividad en 26 — 27 ltDa (carril
138
PM
94
U~67
43
20,1
Fig. 2,31. hnmunodetecciones seriadas de extractos solubles de
Adultos de 9ntnrtja¡ enfrentados a mezclas séricas de corderos
infestados con 2500 L—3 del nematodo y mezclas séricas de los
corderos testigos, 1: muestra preinfestación Grupo A; 2: muestra
preinfestación Grupo 8; 3: periodo prepatente del Grupo A (8 días
p.i.); 4: periodo patente del Grupo A (32 días p.i4; 5: Grupo E
testigo <32 días p.i.>; 6 y 7: mezclas séricas de ambos Grupos (A
y E respectivamente) tras el tratamiento antihelmuntico. PM
marcadores de peso molecular (ltDa)
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3), permaneciendo en la patencia (carril 4>. La muestra
correspondiente a la patencia de la infestación mostró además una
clara inmunodetección entre 24 — 25 ltDa así como una mayor
reactividad de las bandas entre 50 y 37 kDa, especialmente una
banda de PM aproximado 44 — 45 ltDa.
Las mezclas séricas de los corderos del Grupo B <carriles 2,
5 y ~> no incrementaron, en ningún momento su patrón. Los
animales reconocieron antes de la infestación una región de PM
~. 36 — 28 ltDa que fue desapareciendo gradualmente a lo largo
del periodo experimental,
Después del tratamiento antihelmintico se procedió a la
reinfestación y primoinfestación de los Grupos A y 5
respectivamente, con 5000 L—3. En la ng. 3.32 se muestran las
bandas reconocidas por los sueros en la prepatencia inicial
(tiras n~ 8 y 8’), final de prepatencia (tiras no 9 y 9’> y
patencia (tiras nO 10 y lo’),
En la reinfestación del Grupo A (tiras 8, 9 y 10> el patrón
de reconocimiento fue muy similar, Fueron especialmente notables
algunas proteínas de PM > 94 ltDa, dc 86, 77, 65, 52—48, entre 44
y 35 y, finalmente, el doblete de 27—26 y 25—24 RDa.
En la primoinfestación del Grupo E (tiras 8’, 9’ y 10’),
además del reconocimiento de antígenos de PM > 25 ltDa <65, 54,
48, 44, 41, 39, 37 kDa> los sueros exhibieron, de forma similar a
los sueros del Grupo A (infestados + reinfestados), una gran
reactividad en la región de PM comprendidos entre 27-22 ltDa que
apareció durante el inicio de la prepatencia (tira n0 8), se
inorementó y dio un triplete claro al final de la prepatencia
<tira no ~‘> de PM estimados en 27—26, 25—24 y 23 ltDa.
Finalmente, ya en la patencia <tira n~ 10’>, mostraron una mayor
reactividad general que los corderos del Grupo A en la misma
situación.
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Fig. 2.22. Inmunodetecciones seriadas de extractos solubles de
Adultos de 111.gmft9xtn enfrentados a mezclas séricas de corderos
infestados con 2500 L—2 del nematodo y reinfestados con 5000 [¡—3
<A> y mezclas séricas de corderos sin primoinfestar (8). 8 y 8’:
periodo prepatente temprano (9 días p.i.); 9 y 9’: periodo
prepatente tardío (16 días p.i.); 10 y 10’: periodo patente (27
días p.i.). PM = marcadores de peso molecular (kfla>.
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ya que todos los experimentos anteriores habían sido
realizadOs con mezclas de sueros, teniendo en cuenta los
resultados obtenidos cuando se empleó como antígeno extracto
soluble de L—2 (ESL), se exploró la posible variabilidad
individual en el reconocimiento, tanto durante la prepatencia,
como durante la patencia de las infestaciones de ambos Grupos <A
y 8) tras su primer contacto con H.contortus
.
Los resultados obtenidos durante la prepatencia y patencia
se muestran en las Figs. 2.33 y 3.34. Los carriles n0 1 — 5,
corresponden a los corderos # 97, 96, 67, 66 y 52 <Grupo A,
infestados con 2500 fr-a) y los carriles n0 6 — 9, corresponden a
los patrones de inmunodetección de los corderos # 92, 65, 91 y 89
(Grupo 8, sometidos a la dosis de prueba con 5000 L-3).
Los modelos de inmunodetección fueron muy variables entre
los distintos corderos, con independencia de la dosis infestante
empleada en cada caso. Así, mientras algunos corderos mostraron
patrones de reconocimiento complejos <# 52, 91), la respuesta de
otros animales —a excepción de la más que probable reacción
inespecifica en PH 63 koa— fue relativamente escasa (1 89, 67,
66, entre otros). En nuestras condiciones no se observó ningún
antígeno en la región comprendida entre 20 y 30 ltDa con las
mezclas séricas que fuese reconocida por todos los corderos;
mientras los corderos 1 52, 92 y 91 aparentemente reconocieron un
doblete de PM similar al sefialado en las mezclas séricas, los
animales 1 96, 89, 65, no mostraron más que una reacción muy
débil en dicha región.
Los patrones de inmunodetección obtenidos durante la
patencia de la infestación con 2500 (Grupo A> y 5000 L—3 (Grupo
E) se muestran en la Fig. 3.34.
Las tiras m9 1 al 5 se incubaron con los sueros
pertenecientes al Grupo A (la tira nQ 1: animal n0 96, la tira n0
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líq. 3.33. Iolmunodetecciones de extractos solubles de Adultos de
ll.ngntnrzia¡ enfrentados con sueros individuales de corderos
durante el periodo prepatente de la infestación con 2500 L—3
(tiras 1 — 5, Grupo A, 11 días p.i.) y la reinfestación con 5000
L-3 (tiras 6 — 9, Grupo B, 12 días p.i.>. PM = marcadores de peso
molecular (XDa).
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líq. 3.34. Inmunodetecciones de extractos solubles de Adultos de
j~~~ft~flpj enfrentados con sueros individuales de la patencia de
la infestación con 2500 L—3 <tiras 1 — 5, Grupo A, 32 días p.i.)
y la dosis de prueba con 5000 L—3 (tiras 6 — 9, Grupo B, 37 días
p.i.>. PM = marcadores de peso molecular (kDa).
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2 era del n* 67, la n~ 3 era del n~ 52, lan0 4 era del nO 66, la
nO 5 era del n0 97> . El análisis individual con los sueros de
los corderos mostró la existencia de grandes variaciones
individuales entre los patrones de inmunorreconociniento, de
forma similar a lo hallado en la prepatencia de la infestación.
Así, en la tira n0 1 se observaron algunas bandas muy
marcadas <89, 74, 50, 48, 38 y 36 kDa> similares a las que
aparecen en los otros animales. Los otros cuatro animales dei
grupo mostraron un bandeo similar. Destacó una banda de 65 ltDa
en la tira ns 2; en la tira n~ 4 aparecía un bandeado muy marcado
desde 50 a 33-32 ltDa y en la tira nO 5, una fuerte reactividad
desde 43 — 36 ltDa. -
Se observó que la banda de 25—24 ltDa estuvo presente en
todos los animales; la de 27—26 ltDa también, aunque en la nO 1,
menos marcada; en cuanto a la reactividad de 23 ltDa apareció en
la n5 5 principalmente, aumque también se apreció en las tiras n0
1, 2 y 4 no mostrándose en la tira n0 3.
[¡as tiras del n9 6 al n0 9 se enfrentaron a los sueros
pertenecientes al Grupo 8 <la tira n0 6 se incubó con ‘suero del
animal n~ 92, la tira n0 7 era del n~ 65, la tira n~ 8 era del n0
91 y la tira n~ 9 era del animal nO 89) . También mostraron cierta
heterogeneidad, aunque se observaron bandas muy conservadas en
todas las tiras (desde 50 a 35, 33 y 30 koa>. En la tira n~ 9
apareció una banda muy barcada de PM > 94 ltDa. cabe destacar que
los 4 sueros reconocieron la banda de 25—24 ltfla; que en las tiras
n0 6, 7 y E apareció marcada la de 23 ltDa; y que los cuatro
sueros detectaron la de 27—26 >cDa, aunque en la tira n0 8 50
observó muy poco marcada. El suero del animal n0 91 reconoció
dos bandas inferiores a 23 ltDa que no aparecieron con los demás
sueros.
Hay que destacar la presencia de este triplete y de forma
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más notable las bandas de 27—26 y 2524, que fueron más
constantes. Una de ellas, do 25—24 lea, fue específicamente
reconocida por todos los sueros de los corderos, con
independencia de la edad y de la dosis infestante utilizada.
Además dé esta región común, fueron también características las
proteínas reconocidas en la región de 38—35 ltDa presentes en
todos 105 modelos de unmumorreconociniento.
3.5.2. Identificación de antígenos relevantes para el
diagnóstico
A fin de comprobar, dado el tratamiento desnaturalizante y
reductor (SDS y mercaptoetanol) de las muestras antigénicas
procesadas en las electroforesis, si los antígenos parasitarios
reconocidos en los ensayos mediante ELISA eran similares a los
reconocidos mediante “Western blotting” se procedió a realizar
una inmunoadsorción en fase sólida (placa de nicrotitulación).
Tras el tapizado de las placas con Ag de Ad de II.0snn~nrkan (ESA)
en condiciones similares a las empleadas en los ELISA, se
incubaron con una mezcla sérica de animales infestados (57 días
p.i.) ¡ Los anticuerpos fijados a los Ags de la placa fueron
eluidos mediante un tratamiento con Tris—glicina y enfrentados a
un electrotransferido do lid de ffs9n~~zfla~ tras SDS - PAGE, Los
inmunocomplejos fueron detectados mediante “Western blotting”.
En la ng. 3.35 se muestran los resultados obtenidos.
Mientras que cuando se enfrenté una mezcla sérica de sueros
positivos (patencia de la infestación con SOQO L—2> (carril 1> se
obtuvo wn patrón de reconocimiento muy amplio, comparable a los
obtenidos en ensayos anteriores, la incubación previa de los
sueros con Ag de Ls9nZ~xflJ~ y posterior inmunodetección (carril
2> sólo permitió observar ligeras reactividades con proteínas de
PM comprendidas entre 30 y 62 ltDa y una fuerte reactividad en un
doblete de PM estimado en 25—27 ltDa, correspondiente a las
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Eig. 3.35. Inmunodetección de extracto soluble de Adultos de
llftnxflag enfrentado a 1: mezcla de sueros de animales
infestados con fi o¡fljj; 2: anticuerpos eluidos, previamente
inmunoadsorbidos a fase sólida; 3: segundo pico de anticuerpos
eluidos. PM = marcadores de peso molecular (lea)
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mayores reactividades en la tira flO 1, con sueros sin adsorber,
lo que constituyó una evidencia de que dichos Ags eran
reconocidos tanto en los ELISA como en los “Western blots”.
La tira n0 3 se incubó con el resto de los anticuerpos que
en la primera extracción no se habían separado de los antígenos
que tapizaban la placa de microtitulación <pico 2>, y no se
apreció un bandeado claro, lo que significó que la mayoría de
los anticuerpos habían sido separados en la primera extracción
correspondiente a la tira nO 2.
3.5.3. Antigenicidad cruzada entre liL~n~rZna y otros
Trichostrongyloidea
3.s.3.a. Infestaciones de corderos con otros Trichostrongyloidea
A pesar de que el método desarrollado por nosotros era
adecuado para realizar un diagnósticO de las infestaciones ovinas
(corderos y ovejas) por U~flflt9flMA, particularmente si se
evaluasen los titules de anticuerpos frente a los antígenos
comprendidos entre 20 y 30 kDa (XI~ gflp~), la regla, en
condiciones naturales, son las infestaciones mixtas, implicando
varios géneros de TrichostrOflgylOidea• Teniendo en cuenta esta
circunstancia y las disponibilidades SC realizó un estudio
preliminar de la posible antigenicidad cruzada entre L—3 y lid de
Ls2nt4rflAA y TglAj9tAAgiA aIr~3iflflJJStA, TrichostrOflOvlUS
~gIJatrI1nXmÁny u tn~áxian kCtn, mediante ELISA, así como una
exploración de los Ags comunes entre estos nematodos (“Western
blotting” e inmunoadsorciófl>.
Para ello se llevaron a cabo dos infestaciones
noncespecificas de corderos, cuyos resultados de los análisis
coprológicos se muestran en las Tablas i.viíí y 3.IX.
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Tabla 3.VI!T. Eliminación fecal de huevos (HPG> del lcr lote
experimental de donadores de H.contortus, N.battus
,
T.colubriformis y Te.circumcincta. D.p.i. días post
infestación.
H.c. N.b. T.o. Te.o.
D.p.i. ¡i~ io n0 77 nO 69 nQ 80
15 15 100
17 — 50 250 —
20 1050 15 500 —
28 7000 — 1550 45
-30 2750 - 300 —
51 3600 15 300 30
59 750 15 4300 30
60 2700 — 1450 15
61 1825 25 100
72 1350 9,4 75
Lo.
o
T.c.
8
N.b. Te.c.
O G
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- la 600 100 50 50
19 6500 50 45 200
20 8800 250 100 400
25 24000 500 45 850
27 26500 500 45 1100
32 39800 450 30 250
56 6650 50 15 450
84 225 100 15 350
Tabla 3.13<. Eliminación fecal de huevos <HPG) del 2~ lote
experimental de donadores de Ls~nt9xtn, T.colubriformis
,
~ y Te.circumcuiictp. D.p.i. = días post infestación.
D.p. i.
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3.5.2.a.l. Especificidad del método ELISA indirecto (IqG antí—
E. contortus
>
Se emplearon sueros de la patencia de las infestaciones con
los Trichostrongyloidea. La Tabla 3,X nuestra los resultados
obtenidos cuando se representaron las D.C. halladas con los
sueros procedentes de infestaciones monoespecificas, al utilizar
como fuente antigénica ESL de sQn~aZMn, respecto a los
corderos infestados con L.~flt9rfll2.
La similitud de valores de 0.0. no pornitió una adecuada
diferenciación entre las infestaciones por flg9nt9xka~ y las
restantes tricostrongilidosis, por lo que se estudió el efecto de
las diluciones séricas y los alargamientos de los períodos de
- incubación <30 y 90’).
El efecto de la dilución sérica (1/50, 1/100 y 1/200> sobre
la especificidad del ELISA indirecto con ESL, aunque permitió
separar las infestaciones con Te.oircumcincta y L.kmZfla~, no fue
suficiente para discriminar entre las infestaciones por
gntgrtua y T.cclubriformis. En este sentido, además, resulté
sorprendente que los corderos infestados con T.colubriformis
reconocieran de forma más adecuada los ESL de L.~nZ9r.tn que los
propios sueros procedentes de infestaciones con este helminto.
Así, mientras los corderos con I.~9Ift~flMfi mostraron una 0.0. de
1,27, los sueros heterólogos de T.colubriformis produjeron 1,34.
Ya que los ESL incluso llegaron a determinar D.C. superiores
con sueros heterólogos, se investigó el efecto del alargamiento
de los períodos de incubación con ESA y tres diluciones séricas
<1/50, 1/100 y 1/200>. Los resultados obtenidos se muestran en
las ng. 3.36, 3.37 y 3.38, respectivamente. Cono en le caso
precedente, las cinéticas de los sueros heterólogos sólo
permitieron una adecuada discriminación con L~CflA& y - -
30’
1:50 1:100 1:200
90’
1:50 14100 1:200
n.c. 0,478 0,411 0,329 1,272 1,095 0,877
re.c. 0,348 0,257 0,173 0,927 0,684 0,401 -
T.c. 0,504 0,455 0,396 1,341 1,211 1,054
N.b. 0,359 0,268 0,183 0,950 0,713 0,488
Tabla 3.3<. Densidades ópticas (D.0.> a 405 fin de los ELISA con
ESTa de Ls~n~nflfli y sueros homólogos <L.~.,.> y heterólogos
(¶~.>s~; 3&n.. y LÉ) de la patencia de las infestaciones con
Trichostrongyloidea (¶r.i.= 30 y 90 mm.).
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flg. 3.36. Efecto del alargamiento de la incubación en la
especificidad del ELISA al utilizar extracto soluble de Adultos
de L n~nfl~¡ con sueros diluidos <1/50> procedentes de
infestaciones monoespecificas con H.contortus, Te.circumcincta
,
N.battus y T.colubrifornis
.
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ng. 3.37. Efecto del alargamiento de la incubación en la
especificidad del ELISA al utilizar extracto soluble de Adultos
de Lsnn~±i¿n con sueros diluidos (1/loo> procedentes de
infestaciones nonoespecificas con lLs21n9rflj~, Te.circumcincta
,
lLkCZni y T.colubrifcrmis
.
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Fig. 3.35. Efecto del alargamiento de la incubación en la
especificidad del ELISA al utilizar extracto soluble de Adultos
de 19nZ9rZi~g con sueros diluidos (1/200) procedentes de
infestaciones monoespecificas con H.contortus, Te.circurocincta
,
kLk~ZtnA y T.colubriformis
.
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Te.circumcin¡ata pero no con T.colubriformis, ni siquiera al cabo
de 150 mm. Teniendo en cuenta estos resultados se procedía a
realizar un análisis de los Ags de H.contortus reconocidos por
los sueros de los corderos infestados con otros
Trichostroslgyloidea.
3.5.3.a.2. Pruebas de reactividad cruzada
3.5.3.a.2.l. Pruebas de antigenicidad cruzada con ESTa
Pese a la falta de bandas reconocidas específicamente por
todos los sueros de los animales infestados con Ls9nt~fliA!
decidimos estudiar los posibles antígenos de ESTa inmumodetectados
que pudieran aparecer en el patrón de reconocimiento cuando se
utilizaron sueros de animales - infestados con otras especies de
TrichostrOngyloidea. Así en la líq. 2.39 se representan los
patrones de innunodeteccián de sueros homólogos y heterólogos
obtenidos en la prepatencia y patencia. El ESTa fraccionado
mediante SDS — PACE se enfrentó a sueros de corderos infestados
monoespecificamente con HSQ.Dt9rtMA, Te.circumcincta, &k~ttn y
T.colubriforlnis. Se muestra además el testigo de transferencia y
los marcadores de PM transferidos y teñidos con Negro Amido.
Las muestras correspondientes a la prepatencia fueron
obtenidas al cabo de 1 semana p.i. La edad de los corderos (2>5
meses !4.c.; 4 meses T.c.; 2,5 meses N.b. y Te.c.) excluían
razonablemente la presencia de anticuerpos calostrales dada la
vida media de estos lic.
En la prepatencia de la infestación con fi ~nZnrtM~ se
reconocían principalmente dos bandas <50 y 35 kDa> <ver Tabla
3.3<!>. En la patencia existió un patrón de bandeo más complejo
156
PM Ho
kDaS
67~
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Prepatencia
flg. 3.39. Inmunodetecciones de extractos solubles de L—3 de
E.contortus enfrentados con sueros individuales de corderos con
infestaciones monoespecífícas durante la prepatencia y patencia.
1 y 1’: infestación con ~ 2 y 2’: infestación con
IL~I,ro0iTncjflofl; 2 y 3’: infestación con ~flfl~; 4 y 4’:
fl~gflibz-ifor,g~, PM = marcadores de peso molecular (ltDa>.
Patencla
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PREPATENCIA (ESL)
Tabla 3.3<1. Reactividad homóloga y heteróloga frente a extracto
soluble de L—2 de ~nt9K~Mfl,durante la prepatencia (Pig.3.39).
PM-. Peso molecular <kDa>. + = banda notable, * = banda muy
reactiva.
* Muy marcada
158
PATENCIA (ESL)
*2 muy marcada
- A: aparece
M4 se mantiene
Tabla 3.XII. Reactiviclad homóloga y heteróloga frente a extracto
soluble de L—3 de H.contortus, durante la patencia <Fig. 3.39).
PM = Peso molecular (lea)
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<ver Tabla 3.3<11) con un fuerte reconocimiento de 50 ltoa, así
como entre 30 y 43 ltDa <43, 40, 26, 32, 31 y 30 ltDa) y uno de 25
ltDa.
En la prepatencia de la infestación con Te.circuwcuncta se
reconocían bandas de 67, 54 y, en menor medida, 25 ltDa. En la
patencia aparecían más reactividades hasta 54 ltDa (similares a
las de la prepatendia) y otras como 43, 40, 36, 22, 31, 30, 27,
25, 23 y 22 ltDa, siendo más notable la de 27 ltDa.
En la prepatencia de la infestación por lLhtflm la
reactividad fue muy escasa (~. 36 leDa). Ya en la patencia se
observaron más innunorreconocimietltos <ver Tabla 3.XII).
En la prepatencia de la infestación por T.colubrifoflhis el
bandeo fue más heterogéneo <50, 42, 40, 36, 32, 20 y 27 leDa>. En
la patencia no aparecieron bandas nuevas, pero las que había
ganaron intensidad, sobre todo las de 30 y 27 ltDa. Sin embargo,
no se detectaron bandas de PM inferior, lo que serviría para
diferenciarlo de las infestaciones por Ls~nL9fl34t. El patrón de~
reconocimiento con suero de la patencia de N.battus tampoco
presentaba estas bandas inferiores, aunque el suero de
qye.circuyncincta reconoció una proteína de PM £a, 25 leDa, en la
patencia, al igual que L.9nflt9XZU!.
Según se observó existió un notable grado de antigenicidad
cruzada, visible tanto en la prepatencia como en la patencia
especialmente en la región de PM comprendida entre 43 y 30 leDa,
en la que todos los sueros (homólogo y heterólogos) reconocieron
el. mismo perfil antigénicO. Resulté además notable observar que
algunos Ags de H.s911X.9flMA larvarios (L—3) <ESTa) fueron
reconocidos más intensamente por los sueros heterólogos que por
los homólogOs.
4’
Se procedió a realizar un análisis de antígenos larvarios de
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L~n~rfla~ y su ulterior reconocimiento homólogo y heteróíoq,,
mediante electroforesis en dos dimensiones y “Westerm bloting’¡.
La primera disensión separó a las proteínas de los extractos
solubles de ESL y ESA mediante su carga eléctrica y la segunda
dimensión por su PM.
Así en las Figs, 3.40 — 3.42 observamos las distintas
unmunodetecciones con los sueros de los animales infestados con
Te.circurcincta, T.colubriformis y con N.battus, respectivamente.
Hallamos una gran similitud de proteínas reconocidas, cuyos psi se
representan en la Tabla. 3.3<111.
En la flg. 3.43 se muestra un Western blot representativo al
incubar una mezcla sérica de animales infestados con Kspn~rflj~
en la patencia, Se observó en la parte superior una elevada
reactividad cerca del origen de migración <cátodo) , debido a su
escaso carácter electronegativo. Es de destacar que apareció una
clara inmunorreactividad en regiones fuertemente
electronegativas y con un PM estimado en ~. 27 ltDa.
En las Figs. 3.40, 3.41 y 3.42 se muestran las
innunodetecciones con los sueros heterólogos probados. Fue
notable, en todos los casos, la fuerte inmunorreacción de
proteínas poco electronegativas, PM > 94 ltDa. El modelo hallado
con ¡~fl~¡ fue el nonos marcado. Por el contrario el más
similar al obtenido con H.contortus correspondió a
T.colubriformis, con un péptido de aproximadamente 27 — 30 ltDa de
motilidad electroforética, similar a la proteína antes indicada
para nQflZ9¡tiJ¡. Esta proteína también fue visible cuando se
empleó una mezcla de -sueros heterólogos (no mostrado> similar a
la obtenida para T.colubriformis, aunque con mayor
reconocimiento en PM elevados. -
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Fig. 3.40.
Fig, 3.41.
—
—s
líq. 3.42.
Figs. 3.40 — 2.42. ínmunodeteccióii en dos dimensiones <2DE> de
extracto soluble de L—3 de H.contortus enfrentado a sueros de la
patencia de una infestación monoespecifica con:
3.40. Te.circumcinbta, PM— Peso molecular <ltDa>.
+4 ánodo; —:cátodo.
3,41. T.colubriformis. PM Peso molecular (ltDa>.
3.42. L~ZZfli¡ PM— Peso molecular <leDa>.
/15
r.
-A,’
7?’--~~> -
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PECONOCIMIENTO BIDIMENSIO~ATa <ESTa>
H.c. Te.c. N.b. T.c.
>94 + + +
74—68 + + +
63—61 + + +
58—54 + + +
50—47 + - + +
42—40 -1. + +
— 38 + +
— 36—35 +
30—27 — — +
Tabla 3.3<111. Inmunodetecciones bidimensionales de extracto
soluble de L—3 de ~ cuando se enfrentó con sueros
procedentes de animales con infestaciones patentes,
nionoespecificas de fi gn~9t3~, T.colubriformis, Te.circumcuncta
y &kn½j&.PM = Peso molecular (lea), + = presente. - — ausente.
~1
Fig. 3.42. Innunodetección en dos dimensiones <2DE> de extracto
soluble de [¡—3 de IIQ9n~nrfl~ enfrentado a sueros de animales
infestados con ~ PM: Peso molecular (ltfla>.
+: ánodo; —: cátodo,
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j.5.3.a.2.2. Pruebas de antigenicidad cruzada con ESA
A pesar de que el bandeo de reconocimiento de los sueros de
los animales infestados con lla~flt9fl~Afl fue muy amplio,
existieron bandas cuyos PH oscilaron -entre 20 y 20 ~na que no
aparecían antes de la infestación y que, por tanto, podrían ser
consideradas cono marcadores de la hemoncosis ovina.
siguiendo una metodología similar a la empleada con ESL, se
emplearon sueros homólogos y heterólogos - frente a un
cíectrotransterido de ESA de H.contortus fraccionado mediante 5DB
— PAGE <12,5 ?e>. Los sueros procedentes de infestaciones
nocnoespeciticas en corderos por Lsnnt~rtMt, L.ktt.fla4,
T.colubriforlnis y Te.circumcincta fueron obtenidos durante los
periodos prepatente y patente de las infestaciones. Como
indicamos anteriormente, no era esperable la presencia de
anticuerpos calostrales en animales de esta edad. Los patrones de
inmunodetección obtenidos se muestran en la ng. 3,44.
Durante la prepatel¶Oia de las infestaciones (Tabla 3. XIV)
existió un escaso reconocimiento de proteínas de Ls2ntnrtJA~ Ad
<ESA) por los sueros heterólogos, observándose, en especial una
reactividad común ~. 38 ltDa y 72 ltDa. El patrón de LsnntnlLfl
fue más complejo, existiendo una intensa innumodetección
alrededOr de 25 ltfla, 37 — 38 ltDa y 47 ltDa. El patrón más similar
entre los sueros heterólogos, correspondió a T.oolubriformis
aunque Te.circumcintta mostró una mayor reactividad en ~. 25 lea-
y LflflMt, en 28 ltDa.
En las patencias, la tira correspondiente a la incubación
con suero homólogo apareció nuevamente con un patrón de
reconocimiento más complejo, que por otra parte se asemejó al que
encontramos en los animales infestados con H.contortus en los
estudios anteriores (bandas de 27, 23 y más intensa la de 25 ltba,
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PM Hc Oc NbTc
67~
30 .
2011
.4 i -
P,epa lene la
Fig. 3.44. Inmunodetecciones (SDB—PAGE) de extractos solubles de
Adulto de H.contortus enfrentados con sueros individuales de
corderos con infestaciones nonoespecíficas durante la prepatencia
y patencia. 1 y 1’: infestación con H.contortus; 2 y 2’:
infestación con Te.circumcincta; 3 y ~ infestación con
~atflas; 4 y 4’: 1½colubrifor,ois. PM = marcadores de peso
molecular <leDa).
MhTr -t 1PM
¡
Patencia
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PREPATENCIA (ESA)
Tabla 3.3<1V. Reactividad homóloga y heteróloga de las
unmunodetecciOnes de extracto soluble de Adultos de H.contortuls
,
cuando se enfrentó con sueros procedentes de animales con
infestaciones prepat~ntC5, monoespecificas de H.contortus
T.colubriformis, Te.circuflbciflcta y N.battus
.
* Muy marcada, — Ligera
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ver Fig. 2.44>. La patencia de Te.citcumcincta también ganó
intensidad a la vez que se amplió la similitud con el patrón
obtenido con el suero de H.contortus. En la patencia de N.battus
se observaron las bandas de 27, 25 y 23 leDa, aunque poco nítidas.
En la patencia de T.cclubriformis se observó que ganaba bastante
intensidad hasta 40 ltDa, a la vez que se marcaban las de 27, 25 y
23 ltDa <de forma más intensa, la de 27 ltDa> . No obstante, a
pesar de la similitud hallada en la banda de 25 lea, ésta se
mostró mucho más marcada con el suero homólogo obtenido durante
la patencia de la henoncosis. En la Tabla 3.XV se representan
los PM de las banda~ existentes, así como la similitud entre las
inmunoimprontas obtenidas.
Las inmunodetecciomes realizadas por nosotros con los sueros
homólogos y heterólogos enfrentados a ESA de H.contortus habían
mostrado una cierta especificidad del triplete de 23, 25 y 27
ltDa. Mientras T.colubriformis reconoció la de 27 ltDa y
Te.circumciflcta la de 25 ltDa, H.contortus reconoció las 3. No
obstante, la más importante parecía ser la de ca. 2E leDa, por
- cuanto en las inmunodetecciones seriadas ésta había sido la banda
reconocida por todos los sueros individuales. Fue notable además,
en nuestras inmunoimprontas, la mayor similitud de
T.colubriformis y H.contortus, seguida de Te.circumcincta y el
patrón menos semejante correspondió a N.battus
.
Teniendo en cuenta la reactividad cruzada demostrada por
las IqG ELISA antí—Haemonchus; y el estado alterado de las
proteínas en estas electroforesis <desnaturalización y reducción
frente al estado casi nativo de las proteínas en los ELISA) se
realizaron 2 tipos de ensayos: Electroforesis en 2 dimensiones
(2Dm e innunoadsorción a una fase sólida, -
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PATENCIA (ESA)
H.c. Te.c. N.b. T.c.
61 — — 6153 53 53* —
— — 51* —
49 49 — —
40* 40* 40* 40*
38* 38* 35* 38*
37 37 37 37
35 35 — —
31 — — —
27 27 27 27*
25* - 25 25 25
23* 23 23 23
* Muy marcada
Tabla 3.XV. Reactividad homóloga y heteróloga de las
inmunodetecciones de extracto soluble de Adultos de H.contortus
,
cuando se enfrentó con sueros procedentes de animales con
infestaciones patentes, monoespecificas de H.ccntortus
T.colubriformis, Te.circumciflcta y LtAZflg.
Am
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En las Fig. 3.45 se muestra la inmunodetección con una
mezcla sérica procedente de infestaciones nonoespecificas de
Te.circumcincta, N,batus y T.colubriformis. La similitud más
notable se halló, además de en las regiones de PM elevados y
escasa electronegatividad, en una región muy conservada más
reconocida por la mezcla heteróloga que por el suero homólogo de
PM ca. 50 ltDa (Tabla 3.XVI). Este hecho también había sido
hallado en las inmunoimprontas unidimensionales con péptidos de
H.contcrtus <ESTa y ESA) más intensamente reconocidos por los
sueros heterólogos que por los sueros homólogos <Tabla 3.3<VII).
En la Fig. 3.46 se representa la inmunodetección con suero
homólogo (H.contortus~, en la que se observaron proteínas de más
de 94 ltDa y escasa electronegatividad, así como proteínas de 53,
52, 41 ltDa y de forma especialmente marcada una de 25 kna de
electronegatividad media.
El interés diagnóstico del Ag de adultos <ESA) de
H.contortus de PM estimado en ~. 25 ltDa observado en las
innunodetecciones de las SOS — PAGE fue así confirmado mediante
inmunodetecciones de las electroforesis bidimensionales. Se
realizó, además, una prueba de inmunoadsorción en las mismas
condiciones indicadas anteriormente, sobre placas de
microtitulación. Se utilizó una mezcla de sueros heterólogos
(anti—Teladcrsacia + anti—Trichostronovlus + anti—Nematodirus) ¡
Los resultados se muestran en la ng. 3.47. En el carril 1 se
observa un Western blot sin adsorción, de las muestras séricas
heterólogas. En el carril 2 se muestra el Western blot realizado
mediante inmunoadsorción. Estos resultados apuntan que el
antígeno soluble señalado de aproximadamente 25 ltDa de ESA
constituye un buen candidato para el diagnóstico especifico de la
hemoncosis ovina, al no ser reconocido por los sueros
heterólogos, en nuestras condiciones. -
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ng. 3.45. Inmunodetección en dos dimensiones (2DE) de extracto
soluble de Adultos de H.contortus enfrentado a una nezcia de
sueros heterólogOs <T.colubrifottnis, Te.circumcincta y N.batt.us)
.
PM= Peso molecular <leDa). +1 ánodo; -o cátodo.
+
1
ng. 3.46. Inmunodetección en dos dimensiones (2DE> de extracto
soluble de Adultos de H.contortus enfrentado a sueros de animales
infestados con H.contOrtus (35 d.p.i.>. PM~ Peso molecular <leDa).
¿-: ánodo; —, cátodo.
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RECONOCIMIENTO BIDIMENSIONAL (ESA>
H.c. Te.c. ,N.b. ,T.c.
>94 >94
53—50 53—43
41—40 41
— 36-
— 32
24—25 —
Tabla 3.XVI. Reactividad cruzada de las innunodetecciones
bidimensionales de extracto soluble de Adultos de H.contortus
,
cuando se enfrentó con una mezcla de sueros procedentes de
animales con infestaciones patentes, monoespecificas de
<T.colubriformis, Te.circumcincta y II2 tfl) y con suero en
patencia de la infestación con ts9r½r~us. Pesos moleculares en
ltDa.
ANTíGENOS RECONOCIDOS MAS INTENSAMENTE
CON LOS SUEROS DE Talis OTRAS ESPECIES
Mc
N.b.
53 — 53* —
- - 51 -
27 - — — 27*
ESA
— — 47 —
40 — 40* 40*
30 — — 30*
- - 28 —
— 27* 27 27*
— 23 — —
— 22 — —
ESL
*: muy matcada
Tabla 3.XVII. Pesos moleculares estimados de los antígenos de
ambos extractos de H.contortus <ESTa y ESA), más inmunodetectadas
con sueros heterólogos <procedentes de animales con infestaciones
patentes, monoespecificas de T.colubriformis, ‘Pe.circumcincta y
N.battus>, que con sueros de la patencía de la infestación con
H. contortus
.
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2 - PM
43
30
20,1
t 14,4
ng. 3.47. Inmunodotección de extracto soluble de Adultos de
H.contortus enfrentado a 1: mezcla de sueros heterólogos
<T.colubrifOflflis, Te.cirounciflcta y L.knttn); 2: anticuerpos de
los sueros heterólogos eluidos, previa inmunoadsorción a una fase
sólida, psi marcadores de peso molecular <ltDa>.
e,
94
67
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3.6. Antígenos (ESL y ESA) de H.contortus relacionados Con la
protección frente a la hemoncosis
Ya que hablamos hallado una aparente protección parcial
frente a las dosis de prueba con 14000 L—=, en las ovejas
primoinfestadas con 7000 L—3 a los 12 — 12,5 meses de edad, al
menos respecto a los períodos de prepatencia de la infestación y
los recuentos de HPG medios de los grupos <Grupo A’y 8’), se
estudió el patrón de inmunodetección con ESTa y ESA de
H.contortus enfrentados a los sueros individuales de las ovejas
durante la patencia de la dosis de prueba.
En las inmunodetecciones realizadas por nosotros con ESTa» se
observó una gran heterogeneidad individual aunque existió
homología en regiones de PM estimado en <>94, 80, 56, 42 leDa)
existiendo animales muy reactivos (nO 97, 66, 92) y otros con
excaso reconoicimiento (p.e: 89 y 65), la mayor variabilidad
individual se observó entre 39 y 18 — 20 ltDa, sin que se
apreciase, en ningún caso, un claro patrón relacionado con la
resistencia.
Cuando se estudió de forma similar con ESA (Fig. 3.48>
además de confirmarse la reactividad homóloga en regiones de PH 3
43 ltDa así cono la presencia de anticuerpos frente a las regiones
entre 20 y 30 kDa, relacionadas con el diagnóstico, ya observadas
en corderos de 4 — 4,5 y 6 — 6,5 meses de edad, se comprobó la
gran variabilidad individual en todos los sueros probados. El
estudio de los patrones de inmunodetección, no obstante, no
permitió identificar antígenos marcadores de protección en el
Grupo A’, a pesar de sus menores recuentos de HPG y alargamiento
de la prepatencia. El análisis pormenorizado tampoco mostró que
los animales con menores eliminaciones reconociesen más
intensamente ninguno de los ESA en el intervalo de PM estudiados
por nosotros.
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Fig. 3,48. hnmunodetecciones de extractos solubles de Ad de
LsPnt9rtIAli enfrentados con sueros individuales de la patencia de
la dosis de prueba con 14000 L—3 <tiras 1 — 9, animales n0 52,65, 66, 67,. 89, 91, 92, 96 y 97). PM — marcadores de peso
molecular ~ 67, 43, 30, 20,1 y 14,4 leDa>.
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4. DISCUSTON
4.1. Respuesta del ganado ovino manchego a las infestaciones por
~ Resultados parasitológicos. Dependencia de la edad
de los hospedadores.
En nuestras condiciones experimentales, los corderos
Manchegos de 4- 4,5 meses de edad infestados con 2500 L—3 de }~.
29nk~9zfla fueron incapaces de desarrollar una respuesta
inmunitaria protectora contra la reinfestacián <dosis de prueba>
homóloga, con 5000 L—3, administrada 2 meses más tarde. Esta
aparente falta de respuesta en la raza manchega, al menos según
de desprende de los recuentos de HPG y las duraciones de la
prepatencia, parece seguir el modelo general encontrado en otras
razas ovinas (Merino, Blacktace, Dorset, Préalpes du Sud> (Manton
y col., 1952; Urquhart y col., 1966; Knight y flodgers, 1974;
charley—Poulaim y col., 1984> y contrario de lo que sucedía en
otras razas, en las que la madurez inmunólogica frente a
ff9ntzZn se alcanzaba a edades más tempranas (en corderos
Romanov y nativos de Florida) (Radhakrishnan y col., 1972;
courtney y col., 1985a y b ;I3erezkho y col,, 1987; Neilson y Van
de Walle, 1987; Zajas y cgt., 1990>.
Estas variacionos raciales observadas por los distintos
autores mencionados y confirmadas en distintos trabajos
experimentales, involucrando diferentes razas ovinas (Altaif y
Dargie, 1978a y b; Preeson, 1986; entre otros> e incluso
intrarraciales <Barger, 1999) han sido reconocidas desdé muy
tempranamente en las investigaciones sobre la respuesta del
ganado ovino a las infestaciones por jj~j~ <Whitlock y
Madaen, 1958) y han sido relacionadas con los tipos de
hemoglobina <Evans y col., 1963; Radhakrishnan y col., 1972;
Allonby y Urquhart, 1976 ¡ Luffau y col,, 1981a>. Investigaciones
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más recientes, sin embargo, han mostrado la relativa
independencia entre estos factores (Courtney y col,, 1985a,
1985b; gaseal y col., 1990> y apuntan a la falta de relación
íntima entre los determinantes del tipo de hemoglobina y el/los
genes respomsables de una mayor resistencia natural a las
hemoncosis <Luffau y ccl., 1990).
Estos factores genéticos, especialmente la posesión de
distintos haplotipos del OLA han sido responsabilizados de la
resistencia o receptividad a algunos vermes gastrointestinales
(Dineen y Windon, 1980> Gogolin—Ewefls y col., 1990; 0111, 1991;
cilí y col., 1991> aunque la información en las hemoncosis ha
sido discutida, puesto que mientras que Luflai, y col. (1990)
hallaron esta relación, coeper y col.(1989> en merinos
australianos no obtuvieron evidencias de dicha asociación. Ya que
no existe información al respecto en el ganado ovino manchego,
hasta donde sabemos, no es posible señalar la existencia o
ausencia de tal correlación (OLA— receptividad a H.contortus)
.
La incapacidad de los corderos Manchegos primoinfestados
para dar lugar a una respuesta secundaria típica al ser
reinfestados, posiblemente esté relacionada con la edad de los
corderos. En efecto, se ha sugerido que, salvo algunas razas
especialmente reactivas (vide suora, Romanov, Florida Nativa) la
mayoría de las razas ovinas alcanzaban su madurez inmunitaria
frente a R.contortus en algún momento entre los 6—7 meses de edad
y el año de vida (Urquhart y col., 1966).
Este Iemto desarrollo de la respuesta inmunitaria eficaz
frente a las hemoncosis ha sido ampliamente referenciado (López
y Urquhart, 1967; Knight y Rodgers, 1974; Duncam y ccl., 1978;
Smith y Angus, 1980; Courtney y col., 1985a y b) y ha sido
relactonado con la lentitud del desarrollo ontogenético de los
mecanismos efectores, complejidad antigénica y escasa
intaunogenicidad de M.contOrttls (Urquhart y col., 1966) así como
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con la posible transferencia, desde las madres, de sustancias
inmunosupresoras (Soulsby, 1979). Sin embargo, la edad de los
corderos empleados por nosotros en las prinoinfestaciones <4—4,5
meses de edad) probablemente excluye la presencia de estos
factores inmunosupresores.
Nuestros resultados en la ovejas de 12—12,5 meses de edad,
infestadas con 7000 L—2 y reinfestadas, dos meses más tarde, con
una dosis de prueba de 14000 L—3 de lhgpntprtM§ mostraron una
aparente protección parcial, evidenciada por el alargamiento del
periodo de prepatencia atedio y recuentos medios de HPG, de las
ovejas que hablan sido sometidas a la primoinfestación, que
estaría en la línea de los resultados obtenidos con otras razas
ovinas estudiadas (ver Manten y col., 1962; Urquhart y col.,
1966 y vide sunra
)
Ya que no se han realizado sacrificios de los animales
empleados por nosotros ~n la experimentación no ha sido posible
evaluar la resistencia a la reinfestación en términos de
implantación larvaria en abomaso, grado de desarrollo de los
estadios parásitos, fertilidad de las hembras adultas implantadas
y se han utilizado como criterios de resistencia, la duración del
periodo de prepatencia y los recuentos de HPG.
Aunque no existe una relación lineal simple entre los
números de vermes en cuajar y la producción fecal de huevos <HPG)
(Jordan y Stair, 1984) y que ésta está influida por factores
tales como el sexo, alimentación, o estado fisiológico—
especialmente los períodos de paridera— (Conman, 1968;
Kloosternarj y col,, 1984/1985; cibbs, 1986), en general parece
constituir el recuento de huevos en heces una adecuada medida
indirecta del grado de parasitación (Rubín, 1967; Luffau y col.,
1981a, 1990; Xassai y col,, 1990>, por lo que ambos parámetros
estimativos <duración de la prepatencia, eliminación de huevos)
parecen ser una medida aproximada del grado de resistencia frente
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a las dosis de prueba con H.contortus, tal y como ha sido
mantenido por Silverman y Patterson <1960); y según tales
parámetros, el ganado ovino manchego de alrededor de 1 año de
edad ya es capaz de desarrollar una respuesta inmunitaria
protectora, al menos parcialmente, frente a la hemoncosis tras
una priinoinfestación.
En nuestros resultados globales no existió una clara
correlaci6n entre las dosis infestantes empleadas en los corderos
(2500 versus 5000 L—3> y en las ovejas <7000 versus 14000 L—3)
La falta de correlación directa en los corderos podría ser debida
a la curva de ganancia ponderal en los animales empleados (4—4,5
frente a 6—6,5 meses de edad) con la consiguiente dilución
parasitaria en los hospedadores <vermes adultos> y la mayor
deposición fecal de los corderos de más edad <HPG>. Una razóm
similar podría ser invocada para explicar, al menos parcialmente,
los HPG hallados tras la infestación con 7000 L—3, en las ovejas.
Sin embargo, las diferemcias observadas en la reinfestación de
las ovejas <14000 L—3>, su relativa independencia del sexo de los
individuos empleados, su dependencia de la existencia o ausencia
de dosis inmunizante <7000 L—3) y la escasa ganancia ponderal
esperable entre ambas infestaciones parecen confirmar la base
inmunitaria de los menores recuentos fecales medios del Grupo A’
y el alargamiento del periodo de prepatencia.
Obviamente, ya que nuestro diseño experimental incluyó la
utilización de tratamientos antihelminticos con Tiabendazol
<corderos) y Rafoxanida (ovejas) para eliminar las infestaciones
primarias, no podemos excluir la posibilidad de una depresión
inmunológica debida a la quimioterapia, cono ha sido sugerido en
distintos diseños experimentales (Benitez—Usher y col., 1977;
Altaif y Dargie, 1978b; Barger, 1988; l.uffau y col., 1990). No
obstante, hemos de señalar que, en nuestras condiciones, fueron
medicados ambos grupos de animales —infestados y testigos — por
lo que el efecto inmunodepresor o inmunomodulador de los
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antiparasitarios debió ser comparable en todos los animales
empleados.
En los estudios sobre la resistencia del ganado ovino a
LSSn.tflrZMft se han empleado una variedad de diseños
experimentales (edades, sexos, razas, dosis infestantes, dosis
de prueba, períodos transcurridos entre las infestaciones y
reinfestaciones) <ver p.e. Donald y col., 1969; AdaInS y Beh,
1981; Charley—Poulain y col,, 1984 y Zajac y col., 1990) , por lo
que la comparación directa entre los resultados obtenidos es muy
dificultosa. Todas las hembras empleadas por nosotros estuvieron
preñadas durante la dosis de prueba con 14000 1.—). A pesar de que
nuestro experimento se detuvo al detectar la ti elevación
periparto en los recuentos de Rpc, en un individuo <nQ 91) y que
esta elevación no ha sido relacionada con una significativa
reducción de la inmunidad celular y humoral del ganado ovino en
otras helmintosis <Te. circumcincta) (Jerfocate y col,, 1990),
la respuesta del ganado ovino a la seroalbúmina bovina ha sido
menor — de forma más clara en las Igl.! y dependiente del
adyuvante empleado — durante la última parte de la preñez
<Reynolds y Griffin, 1990> . El número de ovejas empleadas por
nosotros, el sistema estimativo de la respuesta protectora y
algunas variables (sexo, ne de dosis infestantes) excluyen, por
nuestra parte, el establecimiento de conclusiones definitivas
pero apuntan a la aparición do la madurez inmunitaria del ganado
manchego feente a L9n~9r~~~ a partir del año de vida, aunque
creemos que se trata de un extremo que debiera ser profundamente
investigado.
4.2. Dinámica de las inmunoglobulinas séricas y fecales antí—
Hz ggnt~fl3iz en el ganado ovino manchego
La información concerniente a la respuesta humoral
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(anticuerpos) sérica y local —o sus estimaciones— del ganado
ovino a las infestaciones por H.contortus ha sido muy confusa,
tanto en infestaciones / reinfestaciomes, intentos de vacunación
como en dependencia de los diseños experimentales y edad de los
animales empleados. En nuestros resultados no logramos
identificar, mediante ELISA, una respuesta IgM anti— Haemonchus
ni en corderos ni en ovejas, e independientemente del antígeno
empleado (ESL, ESA) . Hallazgos similares han sido realizados por
Charley—POulain y col. <1984) y sólo se han detectado niveles muy
bajos de células productoras de Igl.! ex, corderos infestados con
fi
2 9rt < Gilí y col., 1992) . A pesar del carácter de
‘anticuerpos ventana” de este isotipo <IgM) nosotros hemos
empleado como antígeno en los ELISA , extractos solubles de L—3 y
Adultos de H.contortus, y por ello, probablemente, no
desencadenantes de una respuesta IgM. Alternativamente, las
dificultades inherentes a las interpretaciones de las
valoraciones de las Igl.! en los ELISA podrían explicar la falta de
sensibilidad.
En general, la respuesta humoral, de corderos y ovejas
frente a los extractos solubles utilizados del helminto fue baja,
al igual que ocurre con otras nematodosis gastrointestinales de
rumiantes <Elesius y col., 1986). No obstante, existieron
variaciones significativas en los títulos séri¿os y fecales de
las IgG e IgA antí—Haemonchus por lo que serán discutidas de
forma pormenorizada.
4.2.1. Inmunoglobulinas IgG antí—Haemonchus
Los corderos manchegos de 4—4,5 meses de edad, infestados
con 2500 L—3 de H.contortus, mostraron un incremento de los
títulos Igo específicos, mediante ELISA, cuando se utilizó como
fuente antiqénica un extracto soluble de adultos (ESA) de
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H.contortus, al final del periodo prepatente y a lo largo de la
patencia de la infestación, respecto a los niveles Igo séricos
del grupo testigo <Grupo E). Dicho incremento no fue observado
cuando los sueros se enfrentaron con extracto soluble de L—3.
Al administrar la dosis de prueba de 5000 L—3, se observó,
en ambos grupos (primoinfestados y reinfestados), un aumento de
las IgO séricas antí—Haemonchus específicas con ambos extractos
antigénicos. (ESL, ESA) . En todos los casos, sin embargo, las
elevaciones de los títulos fueron bajas, confirmando, nuestros
resultados, la baja respuesta tras las infestaciones con
H.contortus, observada por Smith (1977a, 1977b) ; Duncan y col.
<1978> en corderos de dos meses de edad —sin diferencias
significativas en los individuos inmunizados y los testigos—;
Smith y Angus <1980); charley—Poulain y col. <1981); Adam~ y col.
<1981) e incluso en ganado ovino de 7 meses de edad (Oharley—
Peulain y ccl., 1984), no hallando ninguna elevación notable en
los niveles séricos de Igo antí—Haemonchus tras las
primoinfestaciomes. Por el contrario, Adams y Eeh <1981)
observaron elevaciones tras las primoinfestaciones, de igual modo
que Neilson y Van de Valle (1987), en una raza reactiva (Florida
Native) , a los seis meses de edad.
De una forma similar, cuando las ovejas de 12—12,5 meses de
edad fueron sometidas a una primoinfestación con 7000 L—3 de
H.contortus, existió una elevación en los títulos IgG antí—
Haemonchus (ELISA) cuando se empleó extracto de Adultos (ESA)
nc visible con el ESL, durante la patencia de la infestación. La
dosis de prueba (14000 L—3), produjo una elevación transiente de
los niveles séricos de las IgG especificas, seguida de una
depresión, que pudo deberse al acomplejamiento de los
anticuerpos. Alternativamente podría estar relacionado con la
transferencia de IgGí hacia manas ~, 2 semanas antes del parto
(Pellerin y col., 1990; Reynolds y criffin, 1990) aunque
•Jeffcoate y col. (1990) no observaron en un modelo similar
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(ovejas preñadas— Te. circumcincta 3 ninguna reducción notable en
los títulos de anticuerpos hemaglutinantes. Los títulos séricos
mAs elevados hallados por nosotros en los individuos de mayor
edad están de acuerdo con la mayor capacidad reactiva observada
en pruebas vacunales e infestaciones de ganado ovino de edad
superior a 6—7 meses (Smith y christie, 1978; Duncan y col.,
1978; Christie y col., 1978; Abbott y Holmes, 1990). En ningún
caso existió evidencia de una típica respuesta secundaria de los
animales infestados.
Se obtuvieron valores superiores de 0.0. cuando se emplearon
antígenos larvarios (ESL) al igual que ha sido observado
previamente (Charley—Poulain y col., 1984; Byszewska— Szpocinska
y Stankiewicz, 1985) encontrando niveles de anticuerpos más
elevados cuando utilizaban antígenos de L—3 del helminto. Las
mayores diferencias <infestados versus testigos) fueron
obtenidas, en corderos y ovejas, con ESA, lo que podría apuntar
al superior poder inmunógeno de los adultos de H.contortus, como
ha sido mantenido por Adams <1989) quien no logró una adecuada
inmunización con un sonicado completo de L—2 y si consiguió una
apreciable protección con una cantidad equivalente de sonicado de
adultos,. y como parece sugerir el tallo vacunal, con extractos
solubles de L—3 y L—4, de Smith <1977a).
No pudimos observar, en nuestras condiciones, una secuencia
de títulos Igo anti—H4~jflgfl9bM~ (ELISA), en función de los
antígenos empleados. Además de a la, quizás, escasa antigenicidad
de las L—3 de &913ZflflM~, podría deberse a la similitud
antigénica entre ambos extractos (Ozerol y Silverman, 1969, 1970;
nuestros resultados) y a la falta de estrecho contacto entre los
ESL empleados en los tapizados de las placas de microtitulación
(ELISA) por nosotros y el sistema inmunitario de los animales,
al contrario que los ESA, al establecer un contacto estrecho los
Ad de H.oontortus con el torrente circulatorio de sus
hospedadores, que de hecho ha permitido una inmunización con
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“contortina” (Munn y col., 1987> y con antígenos parasitarios del
tubo digestivo de II. contortus < Jasmer y Mccuire, 1991)
En nuestras condiciones experimentales no se observó, en
ningún caso, una evidencia de memoria inmunitaria, no sólo en
corderos <2500 + 5000 L—3) sino tampoco en las ovejas de 12—12,5
meses de edad, tras ser infestadas con 7000 L—3, sin que
pudiésemos observar en estos animales una típica respuesta
secundaria. Hay que señalar que esta memoria no fue hallada
tampoco por Smith (1977b> en corderos. Alternativamente, es
posible —y serían necesarios más estudios— que el estimulo
inmunógeno suministrado a estos animales fuese insuficiente, ya
que se ha conseguido una inmunización pasiva de ovejas mediante
transferencia linfocitaria a partir de ovejas inmunes (Smith y
col., 1984>. No es posible, sin embargo, excluir que todos los
individuos primoinfestados con 7000 L—2, y que hablan estado en
contacto previamente con Ih~fln~rflffi , respondiesen adecuadamente
frente al helminto, con formación de innunocomplejos circulantes
no detectados mediante nuestro ensayo (ELISA). No obstante, la
similitud de recuentos de HPG (~..n~flr~) y la similitud de los
títulos anti—ESL y antí—ESA apuntan a una baja respuesta y a una
falta de memoria inmunológica de estos animales. Además, la
detección de antígenos circulantes de H.contortus en los animales
infestados ha sido infructuosa (Petit y col., 1981).
En nuestras condiciones, la respuesta Igc anti—Hznnnn9Ina2 ha
sido dosis— y edad—dependienta, al haber obtenido los títulos más
altos en los animales que hablan recibido mayores dosis
infestantes, con independencia del calendario de las mismas, y en
los individuos de mayor edad (ovejas) . Resultados similares han
sido obtenidos en infestaciones con dosificación diaria de L—3
<Smith, 1977b) o inoculación de antígenos de L—3 y L—4 (Smith,
1977a> y apuntan tanto a la falta de respuesta secundaria ante
las reinfestaciones cono a la necesidad de persistencia de
estímulo inmunógeno para el mantenimiento de los títulos séricos,
ísa
La respuesta sérica fue además dependiente de la edad de los
animales, ya que infestaciones de corderos con números más
elevados de L-3 mo determinaron títulos séricos IgG más altos.
No se pude hallar ninguna relación consistente entre los
títulos IgO séricos anti—Hzsngn~b3m y el nivel de protección
observado en las ovejas, ni considerando los valores medios de
los grupos de animales con protección parcial (Grupo A’> ni con
los valores individuales de HPG y D.O, en los ELISA. Se ha
señalado, en algunos experimentos, la existencia de una
correlación positiva entre los títulos séricos y la protección,
por algunos autores <Smith y ebristie, 1978; Duncan y col., 1978;
Byszewska — Szpocinska y Stankiewicz, 1985; Abbott y Holmes,
1990> . Sin embargo, nuestros resultados parecen sugerir el papel
poco relevante de los anticuerpos Igo séricos en la protección
del ganado ovino a las infestaciones por H.contortus. Hallazgos
similares han sido obtenidos por Adans y Beh (1981>> Adams y col.
(1981); Charley— Peulain y col. (1984); Neilson y Van de Walle
<19873, sin correlación entre los títulos séricos y el número de
vermes en abomaso, y más recientemente, Luffau y col. (1990) en
un estudio multifactorial, Boisvenue y col, (1991> en pruebas
vacunales y camufle y Zajac (1992), con importantes diferencias en
los recuentos de vermes con valores de Igo antí—Haemonchus sin
diferencias significativas.
Ya que nosotros no hemos determinado, por falta de
disponibilidad comercial, los títulos de Igol e TgG2 anti—
Haemonchus, mo esposible excluir completamente su relevancia,
puesto que en otras nematodosis gastrointestinales, el papel de
estos isotipos ha sido demostrado (Pritchard y col., 1983 ¡ en
las infestaciones por Nematosniroldes ~iáflm; casbarre y Cancís,
1989: en las infestaciones por Oesoohapostomurú ~ p.c.).
En las hemoncosis, los dos estudios disponibles, sin embargo han
producido resultados dispares. Así, mientras una determinación
puntual de allí y col. <1991) de Igal anti—fl~sngn~bM¡ mostró uña
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estrecha correlación, el estudio llevado a cabo cli Un elevado
número de ovejas por Eassai y col. <1990) no demostró ninguna
relación entre sus niveles y la resistencia del ganado ovino lo
que apunta a su carácter escasamente relevante en la
inmunoprotección.
4.2.2. Inmunoglobulinas IgA antí—Haemonchus
Es difícil discutir los resultados obtenidos por nosotros en
el estudio de las IgA anti—fl4 ~ especialmente los niveles
séricos, debido al escaso número de contribuciones existentes. En
nuestros resultados, tanto en corderos como en ovejas, las
infestaciones primarias (2500 L—3 en corderos; 1000 L—3 en
ovejas> no provocaron ninguna elevación notable en lo~ títulos
séricos de IgA anti-Hae,aonchus estimados mediante un ELISA de
tres pasos. Estos resultados confirman los obtenidos por Oharley—
Poulain y col. (1984> y más recientemente por Kassai y col.
<1990>. Esta falta de elevaciones tras las infestaciones
primarias fue la responsable de que no existiesen correlaciones
entre los recuentos de HPG y los títulos séricos. Las dosis de
prueba en ambos grupos de edad <corderos: 5000 L—3; ovejas:
14000 L—3) provocaron tAna elevación transiente, similar a la
obtenida por Oharley—Poulain y col. <1984) en ensayos de
autocuración <adición de una infestación sobre otra presente>
más clara en el ganado ovino mayor y empleando como antígeno ESA.
La falta de correlación global entre los recuentos de huevos
fecales de 2f.centortus y los niveles séricos de IgA específicos
parecen descartar a esta inmunoglobulina como marcadora de
infestaciones <diagnóstico) y/o resistencia, lo que apoya las
conclusiones de Kassai y col. <1990) . Esta falta de elevación de
las IgA especificas contrasta con los mayores niveles séricos de
IgA totales (especificas e inespeolficas> hallados en una
determinación puntual por Smith y Christie <1978) en ensayos
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vacunales, sin que dispongamos de una adecuada explicación para
sus resultados ya que no observaron, sin embargo, una elevación
de los títulos de IgA antí—Maemonchus específica. El hecho de
hallar mayores diferencias (infestados versus testigos) cuando
se empleó ESA como antígeno confirmarla los resultados obtenidos
por nosotros en la respuesta de tipo IgG y apuntarla al ya
mencionado superior poder inzaunógeno de los adultos del nematodo
<Adates, 1989). Las elevaciones observadas, tanto en los testigos
como en los infestados <corderos y ovejas), tras la dosis de
prueba parece constituir una evidencia de la falta de una
respuesta secundaria típica, tras la priinoinfestación, y no ser
consecuencia más que del superior estimulo inmunógeno. Es
notable, en este sentido, señalar que las elevaciones fueron
superiores en las ovejas. Dada la edad de los animales en los
momentos de la infestación y la curva ponderal de los individuos
en dichas edades, era esperable que esta elevación fuese superior
en el ganado ovino mayor, por cuanto los individuos recibieron en
el intervalo de 2 meses una dosis infestante doble (7000, 14000
1—3), sin incrementos notables del peso corporal, al contrario
que en el caso de los corderos, con una dilución importante del
estimulo antigénico.
Finalmente, señalar la aparente relación inversa entre los
títulos obtenidos frente a ambas fuentes antigénicas —no
observado en el caso de. la respuesta IgO— y que de confirmarse
indicarían una estimulación antigénica secuencial por las fases
parásitas de H.contortUs, cono ha sido señalado en otros modelos
parásito—hospedador (Wedrychowicz y col., 1983).
Aparentemente el estudio de la-respuesta local, en abomaso,
podría suministrar una mayor información sobre las infestaciones
por H.contortus ( cilí y col., 1992). como una estimación
indirecta de la respuesta inmunitaria local en abozaso, dado el
coste de los animales de experimentación y los resultados
obtenidos en otros sistemas helminto / hospedador Csinski y
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Holmes, 1977; Wedrychowicz y col., 1983, 1984b; Maclean y col.,
1986) se determinó la respuesta fecal, mediante la determinación
de IgA anti-Ug.~xs2nshM~, dado el importante papel que esta
inmunoglobulina desempeña en la protección de las mucosas (Newby
y Bourne, 1976; Befus, lS86¡ Goldblum, 1990; Mcchee y col., l99~;
entre otros) así como el paralelismo observado entre las
estimaciones de la mucosa intestinal y las heces <vide sunra> y
la resistencia de este isotipo —por su componente secretor— a la
digestión.
La respuesta de los animales (corderos y ovejas) estimada
mediante la valoración de los niveles IgA fecales antí-Haemonchus
específicos fue muy similar con ambas fuentes antigénicas (ESL,
ESA>, con mayores valores de 0.0. en los ELISA cuando se
empleaba extracto soluble de larvas. En los dos grupos de edad el
perfil de la respuesta fue similar, aunque más marcado en el
ganado ovino mayor, con elevaciones ligeras tras las primeras
exposiciones a flfl~, sin observar una respuesta secundaria
tras las dosis de prueba <Grupo A: corderos> Grupo A’: ovejas)
y, de hecho, existiendo una disminución relativa tras la
reinfestación. Contrastan estos resultados con los notables
incrementos observados, tanto en IgG cono en IgA, en la mucosa
gástrica de corderos sometidos a infestaciones repetidas (Smith,
1977b> , pruebas de inmunización de ovejas <Duncan y col., 1978;
Smith y Angus, 1980>; elevaciones transientos en mucosa gástrica
en ensayos de autocuraciones (charley—Poulain y col., 1984).
Smith y Obristie <1978) , en inmunizaciones, observaron que
aunque las primoinfestaciones no sirvieron para incrementar la
producción local de IgA especificas en la mucosa de abonaso de
ovejas infestadas con Lg9nZnrflj~ - si estimularon el sistema
inmunitario ovino para provocar una drámatica elevación tanto de
las IgG como de las IgA inespecificas del mucus del cuajar.
Nuestros resultados, sin embargo, estan más en la línea de los
obtenidos por Zajac y col. <1990>, quienes observaron elevaciones
de los niveles de la mucosa del abomaso superiores durante las
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primoinfestaciones, al igual que nosotros. Estas elevaciones
tras las primeras exposiciones a H.contortus han sido
interpretadas por Zajac y col. <1990) como consecuencia de una
posible respuesta anamnésica frente a otros nematodos <P.C.
stronovloides> . Aunque es segura la existencia de esta
antigenicidad cruzada <Charley y col., 1981; Anderson y col.,
1989; Shamansky y col., 1989; Gamble y col., 1990) no parece una
explicación plausible, puesto que nosotros empleamos los animales
de distintas edades en ambos experimentos (corderos y ovejas> y
las respuestas obtenidas fueron esencialmente similares.
Es posible que los diferentes modelos de respuesta IgA anti—
Haemonchus puedan estar relacionados con los diferentes diseños
experimentales, al menos en algunos casos, ya que el tratamiento
antihelmintico empleado por Zajac y col. <1990> y nosotros,
parece evitar los riesgos de la falta de repetibilidad de los
ensayos de autocuración, con infestaciones sobreañadidas (Adams,
1983)
Además, hemos de tener en cuenta que las anteriores
elevaciones halladas —especificas o inespecificas— <Smith, 1977b;
Smith y christie, 1978; Duncan y col., 1978) fueron obtenidas en
determinaciones puntuales y que se han realizado hallazgos
similares a los nuestros en otros modelos parásito / hospedador
(Dobson, 1966; Sinski y Holmes , 1977; Maclean y col,, 1986), con
valoraciones secuenciales, al igual que hemos realizado nosotros.
Las observaciones de Smith y Christie (1978) , Duncan y ccl.
<1978) y Gilí y col. <1991> apoyarían la estrecha correlación
existente entre la respuesta inmunitaria protectora frente a
M.contortus y las elevaciones locales de IgA. En este sentido
Charley—Poulain.y col. (1984) observaron una elevación transiente
en los niveles de IgA de la mucosa del cuajar, coincidente con la
expulsión de los vermes, lo que apoyaba esta relación. Sin
embargo, ni Smith y Angus <1980), ni Wedrychowicz y col. (1984a)
188
en su estimación de IgA fecales antí—HaemOnchus, ni Zajac y col.
<1990) en sus estudios de la mucosa gástrica de ovinos
infestados y reinfestados, pudieron hallar una clara relación
entre los niveles de IgA específicos y los niveles de protección
frente a H.contortus
.
Es posible que los niveles elevados en la mucosa y por tanto
en las heces <SinsXi y Holmes, 1977; Wedrychowicz Y col.,1983;
Maclean y col., 1986) estén más relacionados con la presencia de
la población adulta parásita que con el número de infestaciones y
el estado inmunitario de los animales (receptividad,
resistencia). Consideraciones similares fueron realizadas por
Dobson <1966) cuando obtuvo mayores niveles en las infestaciones
primarias con oesoohaaostomun ~~fljnhThnnnque tras las
reinfestaciones. Una evidencia circunstancial de esta
posibilidad seria la correlación positiva hallada entre los
recuentos de huevos (tIPO) en las heces y los valores de 0.0. de
las IgA fecales observada por nosotros, Si ello fuera así, las
elevaciones de IgA locales serian el resultado de la estimulación
patotópica debida a los estadios parasitarios, especialmente los
hematófagos. Nuestros resultados estarían de acuerdo con los
incrementos hallados en los números de células productoras de IgA
en la mucosa del abonase tras una infestación por tI. contortus
(Gilí y col., 1992>.
No es posible, sin embargo, excluir la posibilidad de un
acomplejamiento rápido en la mucosa gástrica de los antígenos y
anticuerpos relevantes en la protección. Ello supondría que los
anticuerpos detectados en las heces serian de diferente
especificidad a los hallados en la mucosa gástrica, siendo los
fecales, no funcionales desde un punto de vista protector
<Wedrychowicz y ccl., 1983>, y por ello, la depresión observada
por nosotros y por zaiso y col, <1990>, tras las dosis de prueba
<5000 y 14000 L—3> ~ólo representaría un incremento de los
inmunocomplejos, no detectados por nosotros. Una explicación
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similar ha sido empleada por Charley—Poulain y col. (1984) para
justificar la rápida depresión de los títulos de inmunoglobulinas
en la mucosa gástrica de los corderos sobreinfestados con
Los diferentes perfiles observados en la dinámica de la
respuesta IgA sérica y local, en el caso de los anticuerpos antí—
L—3 de Lsflnt9rtMM, podrían ser relacionados con los diferentes
mecanismos de presentación de los antígenos parasitarios y
consiguientemente la. diferente especificidad de los anticuerpos
séricos y fecales (Wedrychowicz y col., 1963>. Alternativasente
podría deberse al trasvase activo de las IgA séricas al tubo
digestivo, por la existencia de soluciones de continuidad en la
mucosa gástrica como consecuencia de la actividad erosiva de
H.contortus o por la disponibilidad de componente secretor
(sheldrake y col., 1964) a fin de actuar localmente.
Como conclusión podríamos seflalar que, según nuestros
resultados, los niveles de IgA fecales anti—k grgh~ guardan
una buena relación con el curso de las primoinfestaciones por
este helminto, por lo que su estimación así como la determinación
de los antígenos reconocidos seria de interés para el diagnóstico
de la hemoncosis ovina, tanto en corderos como en ovejas.
4.3. valor del ELISA IgG antí—Haemonchus en el diagnóstico de la
henoncosis ovina
Teniendo en cuenta que en ambos grupos ~e edad, los
incrementos observados en los títulos Igo anti—flnAmQngbnI (ELISA>
en los estudios seriados, durante las primoinfestaciones <2500
L—3: corderos; 7000 L—3: ovejas) se obtuvieron con ESA; que
probablemonte las elevaciones halladas en las IgA especificas
(fecales> eran demasiado bajas para ser, empleadas en el
~>•
.4.
t42 J.
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diagnóstico; y que los IgO ELISA son de más fácil
interpretación, se valoró la línea de seroconversión <negativos a
positivos> de los sueros ovinos con el extracto soluble de
adultos (ESA> y la determinación de las IgG especificas.
Como línea de corte de megatividad se tomó la media de los
sueros negativos + 2 DE (Catty y Raykundalia, 1989> y a tenor de
las variaciones interindividuales se emplearon los negativos del
mismo grupo (Bennett y Riley, 1992>. En nuestras condiciones el
limite superior de negatividad estuvo en una D.c. — 0.41, en las
condiciones estándar del ELISA, con un periodo de incubación de
So miii y una dilución sérica de 1/50. Con esta línea de corte
<“cnt—off”) el ensayo con extracto soluble de adultos mostró una
sensibilidad y especifidad del 100% para los animales de más de
12-12,5 meses de edad. Sin embargo, en los corderos de nuestro
lote experimental, la sensibilidad y especificidad del ensayo
pareció ser dosis-dependiente, ya que esta linea< >0.41 0.0.)
permitió diagnosticar a todos los corderos de 6-6,5 meses de edad
que recibieren al menos 5000 L-3 de L.2fln~9ttM~. Por el
contrario, nuestro ensayo mostró una baja sensibilidad (40%) y
especificidad para las infestaciones de corderos manchegos de 4—
4,5 meses de edad tras la infestación con 2500 Ir). Es
dificultoso interpretar estos resultados, ya que además de la
dosis infestante, la respuesta IgG anti—Hz~inpn~h3Ai parece
depender tanto de la edad de los corderos como de la existencia o
ausencia de sucesivas reinfestaciones. Además, ni las diluciones
séricas (1/50, 1/100, 1/200) ni las variaciones de los períodos
de incubación (30, 60, 90, 120 mm) consiguieron incrementar la
sensibilidad o especificidad del ensayo.
En efecto, el estudio de la respuesta de corderos de 2—3
meses de edad, infestados con dosis únicas elevadas < 2000 — 9000
L-3) de H.contortus, tampoco mostró títulos superiores. Aunque
los corderos sometidos a una infestación con este helminto
parecen reconocer a H.contortus <Emery y Wagland, 1991; nuestras
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inmunodetecciones) , la respuesta incrementada parece depender
críticamente de la edad de los animales, además de la dosis
infestante. Ya que no disponemos de sueros de ovejas sin ningún
contacto con el nematodo gástrico ni otro relacionado, no podemos
confirmar este supuesto por lo que serian necesarios nuevos
estudios. Es posible, no obstante, que los extractos antigénicos
empleados (proteínas solubles) sólo provoquen una respuesta
escasa <Parkhouse y col., 1987> responsable del escaso valor
diagnóstico de este ensayo con dosis infestantes bajas en
corderos de 4—4,5 meses de edad, por otra parte similar a lo
hallado en otras nematodosis gastroentéricas de rumiantes
<KlesiU5 y col., 1986)
4.4. caracterización antigénica de L—3 y Adultos de H.contortus y
su potencial valor diagnóstico
La baja respuesta hallada en las valoraciones de las IgA
anti—il~rnnn9bMfl especificas; la escasa sensibilidad del ELISA IgG
empleando ESL y ESA, como antígenos, en el diagnóstico de las
hemoncosis con bajas dosis infestantes y/o en corderos nos
indujeron a realizar •una caracterización de los ESA y ESL de
H.ccntortus mediante electroforesis (SDS—PAGE, EflD, doble agar
inmunodifusión, inmunoadsorción e inmunoimprontas (“Western
blotting”> con los electroferogramas obtenidos.
Se ha indicado que, en los mematodos, los antígenos de
superficie y de secreción/excreción serian más útiles para la
inmunoprofilaxis e inmunodiagnosis respecto a las proteínas
solubles somáticas <Parkhouse y ccl., 1987> y oste podría
explicar la escasa reactividad encontrada mediante ELISA cuando
se utilizaba una mezcla antigénica somática de H.contortus
(charley—Poulain y col., 1984, entre otros). Incidentalmente,
ésta podría ser la razón de la falta de una estrecha correlación
1
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entre los niveles -de anticuerpos séricos y el estado inmune de un
cordero determinado <Duncan y col., 1978; Neilson y Van de Walle,
1987; Zajac y col., 1990; Luffau y col., 1990; Camble y Zajac,
1992; nuestros resultados), la falta de una respuesta mensurable
tras las primoinfestaciones en corderos, empleando como antígeno
extractos solubles larvarios o de adultos <Duncan y col., 1928;
charley—Poulaufl y col., 1984) y la escasa sensibilidad del ELISA
en corderos manchegos « 4—4,5 meses> observada por nosotros.
No obstante, hemos de tener ex, cuenta la íntima relación
establecida entre los estadios de L—4 y adultos de este parásito
y sus hospedadores. La actividad henatófaga de este nematodo
posiblemente permita la entrada al torrente circulatorio del
hospedador de algunos productos solubles capaces de dar lugar a
algún tipo de reacción cuantificable, De hecho esta posibilidad
ha sido sugerida por Munn y col. (1987) para justificar la
protección parcial obtenida en ganado ovino frente a la
hemoncosis al utilizar un extracto somático de ¡9n~fl~~~
enriquecido en “contortina” y más recientemente los hallazgos de
Jasner y Mocuire <1991). Además, a pesar de que los tratamientos
del material antigénico inicial (L—3 y ltd del parásito) no
contenían ningún detergente, parte de las proteínas de la
cutícula obviamente se hallaban en los extractos solubles
obtenidos mediante congelación—descongelación.
En este sentido, aunque no mostrado, el fraccionamiento de
componentes cuticulares y solubles del parásito, mediante
detergentes, mostró tras la electroforesis una notable similitud
en algunas regiones que evidenciarían esta posibilidad. No es
posible, además, descartar la similitud antigénica entre los
extractos solubles de L—3 y los líquidos de desenvainarniento,
como ha sido demostrado por ozerol y Silverman (1969, 1920) al
observar lineas de precipitación entre el extracto soluble de
larvas y el liquido de la L—3 desenvainada, lo cual evidenciaba
su similitud antigénica.
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Aunque se han llevado a cabo algunas caracterizaciones de la
composición proteica de H.contortus, tanto de sus extractos
solubles de adultos y larvas como de distintos componentes
(cuticulares, antígenos de secreción/ excreción> (Neilson, 1969;
Ozerol y Silverman, 1969, 1970; Neilson, 1975; Clarke y Síccombe,
1984) y más recientemente por Fetterer <1989) ; Fetterer y urban
<1989); Gamble y col. <1989); Bird <1990)1 y con muy variada
tecnología (SDS-PAGE, cromatografía, inmunodifusión,
inmunoelectroforesis>, el estudio de las posibles proteínas
antigénicas ha sido considerablemente más escaso, aufique existen
algunas caracterizaciones con sueros hiperinmunes y con
anticuerpos monoclonales (Cox y col., 1989, 1990 ; Gamble y col.,
1990>. Sin embargo, y hasta donde sabemos, los únicos estudios
llevados a cabo mediante inmunodetección en sueros de ganado
ovino infestado con H.contortus han sido realizados por Haig y
col. <1989> y Hendrikx <1990).
El hallazgo fundamental de nuestro trabajo de
inmunodetección de ESL y ESA de H.contortus por los sueros de los
corderos y ovejas infestados ha sido, de una parte que existe
una respuesta específica anti—Hz~nnn~fl~, tanto frente al
extracto soluble de adultos como de L—3, lo que confirma y
extiende los resultados obtenidos en ovejas infestádas por Haig y
col. <1989) y por Hendrikx (1990) en ganado ovino inmunizado.
Aunque algunos estudios mediante RíA <Duncan y col., 1978) o
ELISA <Charley—Po3ilain y col., 1984> no permitieron obtener datos
concluyentes, nuestros resultados muestran que los corderos de
raza manchega —y presumiblemente de otras razas—, tanto de 4—4,5
meses cono los de 6—6,5 meses de edad reconocen específicamente
algunos antígenos solubles de H.contortus. Por ello, la falta de
sensibilidad y especificidad de los ELISA empleando ambos
extractos solubles (~i4t..rnmr4> podría estar relácionada con la
complejidad de las mezclas antigénicas utilizadas en los
inmunoensayos (RíA, ELISA) (Charley—Poulairt y col.,. 1984) y no
194
con la falta de reconocimiento del parásito por los corderos
(Ernery y Wagland, 1991). De otra parte, hemos hallado una extrema
heterogeneidad de los patrones de unmunorreconoci,wiento exhibidos
por los corderos, tanto en las primounfestaciones como en las
reinfestaciones, y con independencia del extracto antigénico
analizado <ESL, ESA).
La elevada heterogeneidad en los patrones podría reflejar
las variadas respuestas inmunitarias individuales del ganado
ovino a las infestaciones por H.contortus, observadas mediante
otros sistemas de monitorización de la respuesta CAdams, 1989;
Kassai y col., 1990; Zajeo y col., 1990) y supone la necesidad de
estudiar los posibles antígenos de interés diagnóstico o
inmunoprofiláctico sobre la base de análisis individuales.
Se ha set~alado que las L-3 de tlssn~~fli=i podrían
comportarse como “durmientes’ desde el punto de vista
inmunológico <Adams, 1989>. Aunque la inn,unodetecciói mediante
“i4estern blotting’ nc constituye un ensayo cuantitativo, se
apreció una mayor reactividad con extracto soluble de L-~ (ESL)
que con extractos de adultos (ESA), al igual que en las
valoraciones de anticuerpos específicos en suero mediante la
técnicá de ELISA. Nuestros resultados confirman los obtenidos
por charley—Poulain y col. <1984) con la misma técnica y
análogos antígenos y por Eiszewska—Szpocinska y Stankiewicz
(1985) mediante determinación de anticuerpos hemaglutunantes. No
obstante, esta mayor reactividad general en las mezclas séricas
enfrentadas a los electrotransferidos de ESL y ESA fraccionados
mediante SOS—FAct fue hallada en regiones do Pl.! elevado, que
podrían deberse a un insuficiente bloqueo de la membrana, con las
consiguientes uniones inespecificas e bien a la existencia de
anticuerpos antí—fosforilcolina —muy frecuentes pero
irrelevantes—. De hecho, en las muestras previas a la infestación
ya existió esta mayor reactividad y por ello no estuvo
relacionada con la infestación por Hoentortus. Parte de estas
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uniones en regiones de alto PM podrían ser, además, debidas a las
propias características de la membrana, especialmente útil para
péptidos de bajo PM. Otra posibilidad aún seria la probable
reactividad cruzada con otros helmintos presentes (p.c.
stronavloides) como ha sido sugerido en otros experimentos
<Zajac y col., 1990> <xis infn).
Nosotros hallamos, en las mezclas séricas provenientes de
las primeras exposiciones al helminto (corderos de 4—4,5 meses
de edad infestados con 2500 L—3; corderos de 6—6,5 meses de edad
infestados con 5000 L—3) una respuesta variada en el intervalo
de PM estudiados (94—20.1 kba). No podemos excluir la débil
reactividad hallada por Haig y col. <1989> en animales de 9—12
meses de edad, en regiones de PM 180, loo—go k3~ de extracto
soluble de L—3. La inmunorreactividad hallada en regiones de PH
inferior (45—50, 38—40 kDa> no fue constante en sus resultados
aunque también ha sido hallada por nosotros, En este sentido,
Hendrikx (1990> estiinó que la región entre 42 y 18 RDa de
extracto soluble de L—3, era la que podía contener antígenos
específicos del parásito. No obstante, en ambos casos se
emplearon exclusivamente mezclas séricas, por lo que dada la
heterogeneidad observada por nosotros, susresultados no parecen
ser concluyentes.
Nuestros resultados han mostrado que la respuesta frente a
extracto solúble de L—3 de R.contortus fue más heterogénea en
los animales experimentales y no pudimos apreciar claramente
antígenos de potencial valor diagnóstico. Sin embargo, la
respuesta detectada frente a ESA fue más definida y aunque
existía heterogeneidad, especialmente en las regiones de bajo PM
an los corderos (6—6,5 meses de edad) sólo sometidos a la dosis
de prueba (5000 L—3> , quizás relacionable con la edad de los
animales, algunos antígenos <~4. 25 y 31—33 kba> fuerom
reconocidos por todos los animales, independientemente de la edad
y de la dosis infestante, por lo que podrían ser considerados 1
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como adecuados marcadores de infestaciones por H.contortus, ya
fuese mediante el empleo de anticuerpos monoclonales u otro
sistema.
Hay que señalar, en este sentido, que a pesar de la menor
antigenicidad de péptidos de bajo PM, algunos han sido útiles en
el diagnóstico de otras helmintosis (Cabrera y Parkhouse, 1986>
y que los análisis fueron realizados en condiciones
desnaturalizantes y reductoras <SDS-PAGE>, por lo qué el PH de
la proteína original no es conocido. Teniendo en cuenta el claro
reconocimiento, en las inmunodetecciones, de los antígenos de
H.contortus, la escasa sensibilidad del ELISA debe estar
relacionada por tanto con la complejidad antigénica de las
muestras o la baja afinidad de los anticuerpos específicos.
Además ya que el tratamiento desnaturalizante y reductor no
impidió el reconocimiento del péptido de ~ 25 kba tras la
incubación con los sueros inmuncadsorbidos a la fase sólida,
estos anticuerpos parecen corresponder a determinantes
antigénicos ‘ continuos o secuenciales” (Schmidt, 1989> sólo
definidos por la estructura primaria (secuencia de restos de
aminoácidos> de la proteína.
Es particularmente interesante que algunos antígenos de
adultos de R.contortus fueron reconocidos durante la prepatencia
y no fueron reconocidos cuando se empleó ESL, lo que sugiere que
los mecanismos de presentación de antígenos larvarios y de
adultos son muy diferentes o que pueden corresponder a antígenos
presentes desde el estadio de L—4. Esta antigenicidad cruzada
entre L—3 y adultos, ya mostrada en las pruebas vacunales con
sonicados completos de adultos < Adams, 1989) de Lg~xftpxLn,
también ha sido observada en otras nematodosis intestinales de
rumiantes <Gasbarre y Canals, 1989> . En este sentido, nosotros
hemos comprobado la antigenicidad cruzada existente entre ambos
extractos antigémicos <L—3 y adultos> al ser reconocidas,
mediante inmunodetecciones, un amplio número de proteínas del
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extracto soluble de adultos con el suero hiperinmune anti—L—3 de
H.contOrtus en conejo y mediante doble inmunodifusión en agar, en
la que el suero anti—L—3 mostró una precipitación más compleja <>
2 arcoS> frente a ESL, mientras que cuando el suero hiperinmune
se enfrenté a ESA, sólo existió un arco, pero más intenso.
4.5. Antigenicidad cruzada,
A pesar del posible valor inmunodiagmóstico del antígeno de
ESA de H.contOrtus de ca, 25 kfla, en condiciones, reductoras y
desnaturalizantes, en el diagnóstico de la hemoncosis ovina, ya
que la norma son las infestaciones mixtas por otros
tricostrongiloideos, se realizó un ensayo preliminar de esta
antigenicidad cruzada. Sólo se ha dispuesto de infestaciones
monoespecificas (2 animales/especie) ovinas con Nemetodirus
battus, TeladOrsadia circuncinota y Trichostroncvlus
colubrifornis y los ensayos han sido realizados sólo en un
sentido (antígenos de H.contortus, sueros homólogos y heterólogos
—obtenidos de los corderos con estas infestaciones con otros
TrichostrongylOideai.
Las tres lineas de evidencia empleadas por nosotros (ELISA
con sueros homólogos y heterólogos; inmunodetecciones uní (SOS—
PAcE) y bi— (EF 20) dimensionales; inmunoadsorción >mostraron la
existencia de un notable grado de antigenicidad cruzada entre los
tricostrongiloideos estudiados, lo que está de acuerdo, tanto con
los resultados obtenidos en los estudios sobre la inmunidad
cruzada entre nematodos gastrointestinales ovinos (Blanchard y
Wescott, 1985; Adams y col., 1989) como con la antigenicidad
señalada <Charley—Poulain y col., 1981; Anderson y col., 1909;
Shaniansky y col,, 1989; cambIe y col., 1990; Hendrikx, 1990>.
Esta elevada homología hallada por nosotros, confirman los
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hallazgos analíticos mediante electroforesis con extractos de
T.colubriformis y Te.circumcincta <Milner y col., 1987) y no
debe sorprender, teniendo en cuenta que incluso se han hallado
antígenos conservados aparentemente entre Fasciola henatica y
ostertasia ostertací (Cross y cOl., 1988>; la alta conservación
del colágeno de nematodos <Cox y col., 1990a> y otros componentes
<Shamansky y col., 1989); la elevada homología entre los
fragmentos de restricción del ADN de Ls2fltfltt3a~, Te.circumcincta
y IY.colubrifornis <Beh y col., 1989).
A pesar de esta fuerte reactividad cruzada, nuestros
resultados mediante ELISA mostraron que la mayor antigenicidad
cruzada se produjo entre T.colubrifomis y H.contortus, ya que el
alargamiento de los períodos de incubación, tanto con ESL como
con ESA, como antígenos, permitió diferenciar, en nuestras
condiciones, los sueros provenientes de la patencia de las
infestaciones heterólogas con N.battus y Te.circumcincta. Sin
embargo, resulté sorprendente que los sueros de T.colubriformis
presentasen una mayor reactividad con el ESL de H.contortus que
los propios sueros homólogos <anti—fl~sn9n~fla1> — mayor
reactividad no visible cuando se utilizó ESA como antígeno—. Ya
que, dada la edad de los animales (> 2,5 meses de edad), la
presencia de anticuerpos calostrales no es esperable, teniendo en
cuenta su vida media < 18—24 días) < Watson, 1992 3— a pesar de
que Ozerol y Silverman <1969) hallaron anticuerpos antí-
ll44xnmanhn2 al cabo de 5 semanas —, esta mayor reactividad con
ESL en los ELISA podría estar relacionada con mecanismos de
presentación antigénica diferentes en ambas especies y una menor
antigenicidad de las L—3 de 1L.ggi~t9rfla§ (Adams, 1989>, además de
su estrecha similitud genética (Beh y col. 1989>.
Alternativamente, dado que sólo se dispuso de dos corderos/
infestación heterólega, no es posible excluir las posibles
reacciones inespecificas relacionadas con otros nematodos
frecuentes (p.c. atroncivípides, ver Zajac y col., 1990>. Esta
mayor reactividad de los sueros anti—Trichostroncvlus con los ESL
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de Econtortus parece ser real, sin embargo, ya que las
inmunodetecciones unidimensionales (SOS-PACE) mostraron asimismo
un patrón de inmunorrecomocimiento del ESL de
superior cuando se empleó suero anti—Trichostron«víus
especialmente notable en la patencia de las infestaciones.
Las innunodetecciones con ESL y ESA mostraron un muy elevado
grado de antigenicidad cruzada, con algunos antígenos de
H.contcrtus más intensamente reconocidos por los sueros
heterólogos que por los homólogos, sobre los cuales se pueden
hacer las mismas consideraciones anteriores, á pesar de- que el
patrón obtenido con los sueros de individuos infestados con
H.contortus fue, en general, más variado que con los provenientes
de infestaciones con otros tricostrongiloideos. La mayor
antigenicidad cruzada entre H.contortus y T.colubriforxéis de los
ELISA se correspondió en los ~ blots” con una elevada
homología entre 35- >94 koa, visible en los demás casos, aunque
de forma menos clara, así como una intensa reactividad ~. 27 kDa
de PM estimado. La menor reactividad de N.battus está de acuerdo
con la separación de este género en otra familia (Molineidae) de
la Spf mm. Trichostrongyloidea así como la mayor proximidad de
W.colubriformis y lt.contortus, respecto a Te.circumcincta
(Durette—Desset, 1983, ver Lichtenfelds, 1985) y no con la
taxonomía de las Subfan. de los Trichostrongylidae propuesta por
Gibbons y Ehalil <1982>, con una neta separación entre
Trichostrongylinae y Haemonchinae.
A pesar de la fuerte homología existente entre 35—45 kDa
entre Te.oircumcincta y l{.contortus, los resultados de los
ELISA, con una neta separación entre ambas infestaciones son de
difícil interpretación, ya que compartían una reactividad LA’ 25
koa (en los ESA> que había sido señalada como potencialmente
importante en al diagnóstico de la hesioncosis ovina. Las
separaciones electroforéticas en 2 dimensiones, además de mostrar
esta elevada homología, especialmente en regiones de alto PM, lo
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que estaba de acuerdo con Milner y col. <1987) y O’Donnell y col.
<1985) en regiones de PM > 94 kDa, mostraron el reconocimiento de
un antígeno de L-3 de PH ~. 24 kDa que podría corresponder a una
proteína cuticular, débilmente unida , ya seflalada (Ccx y col.,
1989, 1990>. La fuerte reactlvidad hallada con los sueros de
Teolubriformis alrededor de 30 kfla también ha sido señalada por
Eemdrikx <1990) enfrentando suero de ganado ovino inmunizado con
liL2ntaflMA a un extracte da L—3 de T.colubriformis
.
A pesar de las limitaciones de este ensayo preliminar sobre
la antigenicidad cruzada (re de corderos, dosis infestantes,
edades de los animales empleados) , el valor diagnóstico del
antígeno soluble de LA. 25 kDa de ESA de LLLDt9flM! fue
confirmado en las inmunodetecciones bidimensionales con una
clara reacción homóloga, no visible ni en los sueros heterólogos
moneespecíficos ni en una mezcla de éstos. Además, la
inmunoadsorcidn permitió confirmar este extremo, mientras que las
mezclas séricas heterólogas no reconocieron dicho antígeno. Dada
la más que probable proteolisis, así como el tratamiento de las
muestras, este extremo necesita ulteriores confirmaciones
mediante infestaciones mono— y pluriespecificas implicando un
mayor número de animales, teniendo en cuenta la variabilidad
individual. No obstante, los resultados de la inmunoadsorción y
de las EF2D parecen suministrar cierta evidencia de su valor en
el diagnóstico especifico de la hemoncosis ovina,
La mayor reactividad observada entre algunos antígenos de
Lsmft9rtn (ESL, ESA) con sueros heterólogos, por otra parte ya
observada por Andersen y col. <1989) con un beterohibridoma antí—
Te. corcuncinota, podría ser, de confirmarse, de utilidad para el
diagnóstico múltiple.
A pesar de las diferencias observadas en las eliminaciones
de tIPO y la variable duración de los períodos de prepatencia, no
pudimos observar en las inmunoimprontas individuales realizadas
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al cabo de 35 días después de la dosis de prueba con 14000 L—3,
en las ovejas, un claro patrón, en el intervalo de PM examinados,
asociable a la resistencia o a la receptividad a ~
Aunque se confirmó el valor diagnóstico de la región de PM g~. 25
kDa, son necesarios más estudios, pero nuestos resultados parecen
apoyar las opiniones sobre el escaso papel desempeñado por los
anticuerpos séricos en la protección frente a las hemoncosis
ovinas <Adates y Beh, 19811 Charley—Poulain y col., 1984; Kassai y
col., 1990; Zajao y col., 1990; Gamble y zajac, 1992>.
202
5. CONCLUSIONES
1..— Se comprueba el carácter dependiente de la edad, en la
capacidad de respuesta protectora del ganado ovino manchego
frente a las infestaciones por L.L9ntn.rtn, apareciendo una
resistencia parcial a partir del año de edad.
2*. — Los títulos séricos de los ELISA Ige anti—fl~n~3~~
mostraron una oían relación con las dosis infestantes y,
aparentemente, con la edad del ganado ovino y permiten un
diagnóstico de la hemoncosis ovina a partir de los 6 — 6,5 meses
de edad.
3*.— Los niveles de IgA anti—liMnLnLtnn adultos y los recuentos
de huevos del parásito en las haces del ganado ovino infestado
estuvieron relacionados. Aunque las débiles variaciones halladas
en los ELISA probablemente no permitan su empleo en el
diagnóstico, la correlación existente entre las IgA y la
eliminación fecal de huevos apunta al importante papel de estas
inmunoglobulinas en las infestaciones por H.contortus y al valor
de las detecciones de anticuerpos en heces en esta phrasitosis.
4*,. Se demuestra la elevada similitud proteica de L—3 y adultos
de H.contortus, al contrario de lo mantenido en general, mediante
agar inmunodifusión, ELISA e inmunodetección.
5*,— Las inmunodetecciomes con sueros de corderos infestados
frente a extractos solubles da t-3 y Adultos de IL~Qn~2fln1
demostraron la capacidad del sistema inmunitario ovino para
reconocer al helminto durante la primoinfestación por lo que los
bajos títulos obtenidos con los ELISA podrían estar relacionados
con la complejidad antigénica de las muestras empleadas.
u
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5’.— A pesar de la gran variabilidad interindividual en la
respuesta humoral anti—HemngnLlnal, tanto cuantitativa <ELISA)
como cualitativa <inmunoimprontas), los animales infestados
reconocieron un antígeno soluble de adultos de aproximadamente 25
kDa. El variable reconocimiento individual de antígenos
parasitarios apoya la necesidad de estudiar sueros individuales
en la exploración de antígenos de potencial valor diagnóstico.
75~— Se ha demostrado un elevado grado de antigenicidad cruzada
entre H~ nnfl3a1. L~flt9Ztiam. y, Teladorsaaia rnnLflstn,
Usmnftt94inm kAtflt y Trichostronpvlus colubriformis. El análisis
antigénico, no obstante, comfirmó el valor diagnóstico en la
hemoncosis ovina de un péptido de ~. 25 kDa.
St— Los resultados de los ELISA con sueros heterólogos y las
inmunoimprontas parecen apoyar la mayor proximidad filogenética
de LYft9ri~3J.~ con T.colubriformis
.
9*,— se confirma el mayor reconocimiento de algunos antígenos (L-
3 y Adultos) de Ikggn~9rtMt por sueros heterólogos, lo que
sugiere la existencia de irportantes diferencias en los
mecanismos de presentación de antígenos da tricestrongiloideos
al sistema inmunitario del ganado ovino.
10*.— La falta de una clara relación entre la respuesta humoral
estimada mediante ELISA e inmunodetecciones y los niveles de
protección parcial observados en el ganado ovino manchego parece
sugerir la escasa relevancia de los anticuerpos en la proteccióm
frente a la hemoncosis ovina.
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